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Liste des abréviations 
AFM : Microscopie à force atomique 
AGI : Acides gras insaturés 
AGS : Acides gras saturés 
Ala : Alanine 
ANP : Acides nucléiques peptidiques 
Arg : Arginine 
Asn: Asparagine 
ATP: Adénosine triphosphate 
Chol: Cholestérol 
CK2 : Caséine kinase 2  
CL : Cardiolipine 
CMC : Concentration micellaire critique 
CPP : Cell Penetrating Peptides 
(peptides vecteurs)  
CPyLd : Marqueur de la phase liquide 
désordonnée (Ld) (379 nm) 
CPyLo : Marqueur de la phase liquide 
ordonnée (Lo) (373 nm) 
DMPC : 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3- 
phosphatidylcholine 
DMPG : 1,2- dimyristoyl-sn-glycero-3- 
phosphatidylglycérol 
DOPC : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- 
phosphatidylcholine 
DOPS : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phospho-L-serine 
DPH : Diphénylhexatriène 
DPPC : 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine  
DSPC : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine 
Exc : Assemblage de Py-met-Chol, 
excimères  
GAG : Glycosaminoglycanes 
GFP : Protéine fluorescente verte 
Gln : Glutamine 
Gly : Glycine 
GPI : Glycosylphosphatidylinositol 
GPI : Glycosylphosphatidylinositol 
GPMV : Vésicules géantes de membrane 
plasmique 
GUV: Giant Unilamellar Vesicle (vésicule 
unilamellaire  géant) 
HDL: High Density Lipoprotein 
(lipoprotéine de haute densité) 
His ou H: Histidine 
Ile : Isoleucine 
Iso : constant, point iso-émissive 
K : Lysine 
Ld : Phase liquide désordonnée 
LDL: Low Density Lipoprotein 
(lipoprotéine de basse densité) 
Leu : Leucine 
Lo : Phase liquide ordonnée  
LUV : Large Unilamellar Vesicles Lys : 
Lysine 
Lβ: Phase lamellaire gel 
MAP: Model Amphipatic Peptide 
(peptide modèle amphipathique) 
Met: Methionine 
MLV : Multi Lamellar Vesicle (vésicule 
multilamellaire) 
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NZ : Nucleation zones (zones de 
nucléation) 
P/L : Ratio molaire peptide/lipide 
pAntP, Pen : pénétratine 
PC : Phosphatidylcholine 
PE : Phosphatidyléthanolamine  
Pep-1: Synthetic peptide carrier Pep-1 
PG: Phosphatidylglycérol 
PI: Phosphatidyllinositol 
PMS: Plasma membrane spheres 
(spheres de membrane plasmique) 
PS: Phosphatidylsérine 
Pβ’ : Phase ondulée 
R : Arginine 
RMN : Résonance magnétique nucléaire 
RPE : Résonance paramagnétique 
électronique 
SAXD : Diffraction de rayons-X aux petits 
angles  
SM: Sphingomyéline 
SMoC: Small-Molecule Carriers 
So: Solid ordered 
SPT: Single particule tracking 
SUV : Small Unilamellar Vesicle (vésicule 
unilamellaire petit) 
Tm : température de transition de phase 
(transition de la phase gel vers la phase 
fluide) 
TOF-SIMS : Spectroscopie de masse à 
ionisation secondaire 
Tpre : température de pre-transition de 
phase (transition de la phase gel vers la 
phase ondulée) 
Trp : Tryptophane  
VIH : Virus de l’immunodéficience 
humaine 
WAXD : Diffraction de rayons-X aux 
grands angles
Introduction générale 
 11 
Introduction générale 
 
L'organisation des lipides de la membrane et leur interaction avec des peptides vecteurs 
est d’un grand intérêt pour la pharmacologie. L’objectif thérapeutique étant d’optimiser 
le passage à travers la membrane cellulaire de molécules bioactives associées aux 
peptides vecteurs d’internalisation cellulaire, nous cherchons à mieux comprendre les 
interactions entre les peptides et les membranes.  
Les lipides membranaires sont impliqués dans plusieurs fonctions cellulaires comme la 
motilité cellulaire ou encore la régulation de l’activité de certaines protéines. Les 
membranes naturelles ont une organisation complexe et sont composées de très 
nombreuses molécules. Pour effectuer nos études, nous avons utilisé des membranes 
modèles qui miment certains aspects des membranes cellulaires et qui sont plus simples 
à appréhender : des vésicules uni-lamellaires ou multi-lamellaires. 
Les CCP (cell-penetrating peptides) ont la capacité de traverser les membranes et 
d’atteindre l’intérieur de la cellule. Les premières études ont caractérisé les CPP comme 
des petits peptides, de moins de 30 résidus d’acides aminés, avec une capacité 
d’internalisation cellulaire indépendante de l’énergie et sans nécessiter de récepteurs. 
L’internalisation avait lieu même à 4°C et permettait de distribuer des cargos à 
l’intérieur de la cellule (Ü. Langel 2007). Ceci était basé sur le fait que les premières 
études concernant l’internalisation des CPP suggéraient qu’elle n’était pas empêchée 
par la réduction de la quantité d’ATP, la basse température, ou par des inhibiteurs 
d’endocytose (Ü. Langel 2007). De nombreuses modifications des séquences ont 
également montré leur capacité d’internalisation ce qui a suggéré que les récepteurs 
sélectifs à la surface des cellules ne sont pas impliqués dans l’internalisation. Tout cela 
a amené à penser que l’internalisation ne se faisait que par un mécanisme de transfert 
direct à travers la bicouche lipidique de la membrane. Ceci est toujours suggéré par le 
modèle d’internalisation par micelle inverse (Berlose et al. 1996) qui semblerait se 
produire pour plusieurs peptides tels que la pénétratine. Plus tard cette vision a évolué 
et les mécanismes d’entrée des peptides ont été réévalués. Aujourd’hui, un CPP peut 
être défini comme un peptide composé de 5 à 40 résidus d’acides aminés, avec 
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généralement des résidus basiques, capable de traverser la membrane cellulaire grâce 
à différents mécanismes, incluant l’endocytose, et de transporter un cargo bioactif lié 
de façon covalente ou non covalente. Des études récentes montrent que pour certains 
peptides, l’internalisation peut se faire par un mécanisme dépendant d’énergie 
impliquant une liaison avec l’héparane sulfate extracellulaire et par différents types 
d’endocytose comme la macropynocytose ou l’endocytose dépendante de la clathrine. 
De plus il semble que les mécanismes d’endocytose sont plus courants pour les CPP liés 
à un cargo que pour les CPP seuls (Sebastien Deshayes et al. 2004; Thorén et al. 2003; 
Troeira Henriques, Costa, and Castanho 2005). Depuis les travaux du groupe d’Alain 
Prochiantz en 1994, de nombreux peptides capables de traverser les membranes ont 
été découverts. On peut citer le peptide TAT, les peptides modèles amphipatiques, le 
transportan et la pénétratine. La pénétratine, que nous étudions dans un premier 
temps, est dérivée de la troisième hélice de l’homeodomaine de la protéine 
Antennapedia. Ce peptide a déjà permis de véhiculer des inhibiteurs d’interactions 
protéine-protéine ou de traduction d’ARN messager. Afin d’améliorer l’efficacité des 
peptides vecteurs, il est donc primordial de comprendre avec précision les interactions 
qui ont lieu avec les membranes.  
Afin d’étudier l’interaction de la pénétratine avec des lipides, nous avons utilisé des 
membranes modèles qui peuvent se trouver dans différentes phases : liquide, gel-
ondulée et gel. L’action du peptide sur la membrane induit des changements dans 
l’organisation et la dynamique des lipides. Ces changements sont caractérisés en 
combinant les résultats provenant de plusieurs expériences : diffraction de rayons-X aux 
petits (SAXD) et grands angles (WAXD), calorimétrie différentielle et spectroscopie de 
fluorescence. Le SAXD permet de mesurer l’épaisseur de la membrane, la calorimétrie 
d’observer les différentes températures de transition de phases membranaires et de 
voir si le peptide favorise ou non cette transition. Enfin, la fluorescence permet de 
déterminer l’effet du peptide sur la compacité membranaire. 
Les membranes, très hétérogènes, présentent des domaines lipidiques enrichis en 
certains lipides et notamment en glycérophospholipides et en cholestérol. Ces domaines 
étant impliqués dans la signalisation et le trafic cellulaire, il est important de déterminer 
s’ils influent sur les modes d’action des peptides vecteurs. Le cholestérol, qui représente 
Introduction générale 
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30 à 50 % des lipides membranaires, a un rôle très important dans les membranes car il 
module certaines de leurs propriétés. Ainsi dans cette thèse, nous cherchons également 
à mettre en évidence les effets des peptides vecteurs sur l’organisation du cholestérol. 
La sonde fluorescente cholestérol-pyrène permet de déterminer la distribution du 
cholestérol dans les différents domaines de la membrane, en particulier dans les 
domaines appelés radeaux. Cette sonde est très miscible dans les membranes lipidiques 
et est structurellement très proche du cholestérol. On trouve, par exemple, ces 
domaines en radeaux dans les membranes plasmiques des cellules épithéliales. Il est 
très important de connaître l’organisation de la membrane après l’entrée en action du 
peptide vecteur. En effet, les radeaux agiraient comme des plateformes de signalisation 
pour permettre le recrutement des partenaires de part et d’autre de la membrane. 
Nous avons trouvé des longueurs d’onde spécifiques pour caractériser le cholestérol-
pyrène dans les domaines ordonnés et désordonnées de la membrane et, grâce à cela, 
nous avons étudié l’effet des différents peptides (pénétratine, R9 et RW9) sur la 
distribution du cholestérol. 
En résumé, l’étude de l’hétérogénéité de l’organisation de la membrane au cours de 
l’interaction peptide/membrane a pour but d’améliorer à la fois la pénétration du 
peptide dans les cellules ainsi que sa spécificité pour un meilleur ciblage.  La membrane 
biologique agit comme une barrière hydrophobe qui empêche le passage, par diffusion 
passive, de bon nombre de bio-polymères et de macromolécules, tant en thérapeutique 
comme en cosmétique. Afin d’envisager un transport plus efficace, il est primordial de 
définir avec précision les mécanismes d’action des peptides vecteurs. L’interaction 
peptide/membrane apparaît comme l’étape clé à partir de laquelle va se déclencher le 
reste du processus d’internalisation des molécules d’intérêt. Une meilleure 
compréhension de l’organisation de la membrane offrira donc la possibilité à des 
molécules d’intérêt de la franchir. Le potentiel pharmacologique de cette stratégie est 
très important car les champs d’application sont nombreux : thérapie génique et 
protéine thérapeutique notamment.  
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Chapitre 1 
Membranes cellulaires 
 
Les membranes biologiques délimitent les cellules ainsi que les organites intracellulaires 
et les protègent de l’extérieur. Ainsi la membrane plasmique qui sépare les milieux 
intracellulaire et extracellulaire permet de maintenir des compositions chimiques 
différentes entre le cytosol et le milieu externe (Figure 1). Les membranes sont 
composées principalement de deux espèces moléculaires : les lipides et les protéines. 
Dans les membranes se trouvent également des glucides associés de manière covalente 
aux lipides et aux protéines sous forme de glycolipides et de glycoprotéines. Les lipides 
membranaires exercent un rôle primordial par leur capacité à former seuls, une 
structure en bicouche stable. 
Les lipides constituant les membranes sont des molécules amphiphiles, c’est-à-dire 
possédant une partie polaire et une partie apolaire. En milieu aqueux, ils peuvent 
s’organiser en bicouche. Cette organisation en bicouche a été modélisée pour la 
première fois par Danielli et Davson en 1935 (Danielli and Davson 1935). Leur modèle 
proposait une membrane statique, avec une distribution de lipides symétrique, sans 
protéines intégrées à l’intérieur de la membrane. En 1960, Robertson établit que la 
membrane était effectivement composée d’une bicouche dont l’épaisseur était 
d’environ 75 angströms (Robertson 1960). Aujourd’hui, le modèle adopté est celui qui a 
été proposé par Singer et Nicolson (1972) (Singer and Nicolson 1972). Ce modèle, appelé 
modèle de la mosaïque fluide, apporte l’idée que les protéines peuvent être intégrales 
ou périphériques et qu’elles sont distribuées de manière asymétrique à la surface des 
membranes. Il apporte aussi la notion essentielle de fluidité membranaire en suggérant 
une diffusion permanente des protéines et des lipides au sein de la membrane. La 
structure en bicouche lipidique minimise les interactions entre les parties hydrophobes, 
donc apolaires, et les molécules d’eau. La partie apolaire est située au centre de la 
bicouche où l’eau n’a pas accès alors que la partie polaire est exposée au milieu aqueux 
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de part et d’autre de la bicouche. En se refermant sur elle-même, une structure en 
bicouche peut créer une vésicule. Celle-ci sépare un compartiment interne aqueux du 
milieu externe aqueux.  
La membrane cellulaire a aussi pour rôle d’empêcher le libre passage de 
macromolécules d’un compartiment à un autre. La partie apolaire, située au centre de 
la bicouche, interdit presque toute diffusion d’ions inorganiques tels que les ions 
potassium, calcium, sodium et ralentit celle de petits solutés organiques polaires 
(sucres, acides aminés). Seuls certains solutés hydrophobes ont la possibilité de diffuser 
dans la bicouche, comme par exemple les hormones stéroïdes.  
Les échanges entre les cellules et le milieu extracellulaire sont nécessaires à la survie de 
la cellule et ont donc lieu en permanence. Ils sont rendus possibles grâce à l’action de 
diverses protéines. On distingue deux grandes catégories de protéines membranaires : 
les protéines extrinsèques, dites également périphériques, et les intrinsèques ou 
intégrales. 
Les protéines extrinsèques sont des chaines polypeptidiques associées à la membrane 
par des interactions principalement électrostatiques avec les parties polaires des lipides. 
En contact avec le milieu aqueux, elles prennent part à des réactions ayant lieu à 
l’interface entre la membrane et les compartiments. 
Les protéines intrinsèques sont associées à la membrane grâce à des interactions 
hydrophobes avec les parties apolaires des lipides. Certaines protéines peuvent être 
transmembranaires et ainsi accessibles des deux côtés de la membrane. Elles participent 
alors à des réactions qui s’effectuent de part et d’autre de la membrane et ont une 
fonction de transport de matière et/ou de transduction de signaux (Schechter 1990).  
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Figure 1. Le modèle de la mosaïque fluide (adaptée de (Singer and Nicolson 1972)). 
 
C’est dans la membrane plasmique que se font les échanges entre les milieux extra et 
intra cellulaires, puisqu’elle les sépare. Le transfert de matériel est permis par des 
récepteurs, fixant des messagers extracellulaires comme des hormones, des 
neurotransmetteurs ou des facteurs de croissance. Le transfert de matière (solutés 
organiques, ions organiques) est effectué par des transporteurs et/ou des canaux 
ioniques. Les membranes sont également le lieu de production d’énergie, comme par 
exemple la membrane interne des mitochondries.  
Transport de matière, transfert d’information et production d’énergie sont ainsi les trois 
fonctions principales des protéines membranaires.  
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La majorité des interactions entre les différents constituants d’une membrane (lipides, 
protéines) ne sont pas covalentes. Les interactions hydrophobes se matérialisent au 
centre de la membrane et les interactions polaires aux interfaces. Grand nombre 
d’interactions entre les constituants de la membrane sont dynamiques, et se font et se 
défont continuellement. Ce sont des interactions dynamiques car les liaisons physiques 
dans l’eau sont de l’ordre de quelques kT (où k est la constante de Boltzman et T la 
température absolue) ce qui entraîne beaucoup de fluctuations. La membrane a aussi 
un caractère dynamique dû aux mouvements propres des lipides et des protéines. 
 
1. Les lipides membranaires  
 
Le rôle principal des lipides est d’abord structural. Leur organisation en bicouche 
lipidique est à la base de la structure membranaire. Certains lipides ont également des 
propriétés fonctionnelles importantes et peuvent notamment avoir un rôle de seconds 
messagers intracellulaires, comme les phosphatidylinositols. Dans les sections suivantes 
nous présentons quelques-unes des différentes familles de lipides membranaires. 
 
1.1 Diacylphosphoglycérides (phospholipides)  
Les diacylphosphoglycérides, appelés généralement phospholipides, sont les lipides les 
plus répandus dans les membranes biologiques. La partie hydrophobe est formée 
d’acides gras associés au glycérol par des liaisons esters sur ses fonctions alcool en 
positions 1 et 2. Les têtes polaires des phospholipides contiennent un groupement 
glycérol estérifié par un acide phosphorique en position 3. Ce groupe acide 
phosphorique peut former une liaison avec différents groupements chimiques et ainsi 
participer à la formation de diverses têtes polaires.  
C’est donc la nature du substituant fixé sur l’acide phosphorique qui détermine la nature 
du phosphoglycéride. L’acide phosphatidique est le phospholipide le plus simple dans 
lequel l’acide phosphorique n’est estérifié qu’une fois sur le glycèrol. Il ne s’agit pas d’un 
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phospholipide membranaire mais d’un intermédiaire dans la biosynthèse d’autres 
phospholipides possédant un substituant sur l’acide phosphorique. Les plus fréquents 
sont : la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthalonamine (PE), la 
phosphatidylsérine (PS), le phosphatidylglycérol (PG), et le phosphatidyllinositol (PI) 
(Figure 2). La nature du substituant détermine la charge globale du phospholipide à pH 
physiologique. 
Les phosphoglycérides sont tous des molécules amphiphiles possédant donc une partie 
apolaire et une partie polaire. La partie apolaire influe sur leur solubilité en la limitant 
très fortement dans l’eau. L’association des lipides induite par des interactions 
hydrophobes leur permet de limiter au maximum le contact des parties apolaires avec 
l’eau (Figure 1). 
 
Figure 2. Structure chimique des diacylphosphoglycérolipides (Schechter 1990). 
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1.2 Diacylglycoglycérides (glycolipides) 
Les diacylglycoglycérides dérivent également du glycérol. La liaison de la troisième 
fonction alcool du glycérol se fait avec des sucres tels que le galactose par une liaison 
glycosidique (Figure 3). La partie glycosidique donne à ces lipides amphiphiles un 
caractère d’autant plus polaire qu’elle est importante. Ces lipides sont rares dans le 
règne animal, mais sont présents dans les membranes photosynthétiques des plantes. 
 
Figure 3. Formules de deux glycolipides (adaptée de Schechter 1990). 
 
1.3 Sphingolipides 
Le constituant de base des sphingolipides est la sphingosine (Figure 4) ou l’un de ses 
dérivés. L’amidification qui a lieu sur la fonction amine (NH2) par un acide gras, dont la 
longueur et le degré d’insaturation sont variables, conduit au céramide. Ce dernier est 
à la base de tous les sphingolipides. Ils sont obtenus par l’addition d’un substituant sur 
la fonction alcool primaire du céramide. A l’instar des phosphoglycérides et des 
glycoglycérides, les sphingolipides sont des molécules amphiphiles.  
 
Sphingophospholipides  
Les sphingophospholipides possèdent les mêmes types de parties polaires que les 
phospholipides. Ainsi, la sphingomyéline (SM) est un sphingophospholipide substitué 
sur l’alcool primaire du céramide par un groupement phosphorylcholine.  
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Sphingoglycolipides  
Les sphingoglycolipides sont des dérivés du céramide associés à des sucres grâce à une 
liaison glycosidique sur l’alcool primaire du céramide. Ces sucres peuvent être un simple 
monosaccharide ou des oligosaccharides. Certains possèdent des molécules d’acide 
sialique liées à la chaîne d’oligosaccharides. 
Les sphingoglycolipides se situent essentiellement dans le feuillet externe des 
membranes plasmiques. Leur partie saccharide qui reste à l’extérieur de la cellule les 
implique dans de nombreuses fonctions de reconnaissance moléculaire. À titre 
d’exemple, les sphingoglycolipides des globules rouges sont responsables de la 
spécificité des groupes sanguins A, B, O. Certains virus se servent également de la partie 
saccharide comme d’un ancrage, préalable à l’infection de la cellule. 
 
Figure 4. Formules de sphingolipides (adaptée de Schechter 1990). 
 
1.4 Stérols 
Les stérols, molécules plus compactes que les lipides vus précédemment, dérivent du 
perhydropentanophénantrène, un hydrocarbure tétracyclique. 
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Le cholestérol (Chol) (Figure 5) qui nous intéressera tout particulièrement dans ce 
travail, se retrouve principalement dans les membranes animales : les membranes 
plasmiques, lysosomiales, endosomiales et golgiennes. Il constitue environ 30 % de 
l’ensemble des lipides présents dans les membranes plasmiques. La partie polaire est 
constituée par le groupement alcool sur le carbone 3. Le cholestérol s’insère dans la 
bicouche en présentant son groupement alcool à l’interface avec le milieu aqueux. 
 
 
Figure 5. Molécule de cholestérol (adapté de (Sezgin et al. 2016)).  
 
1.5 Composition lipidique des membranes : l’asymétrie  
Dans de nombreuses membranes, on remarque une asymétrie de composition lipidique 
(Figure 6). L’asymétrie dans la distribution des lipides entre les deux monocouches de la 
membrane d’érythrocytes a été montrée par Bretscher en 1972.  La monocouche 
interne est riche en phosphatidyléthanolamine et en phosphatidylsérine, cette dernière 
étant chargée négativement (Bretscher 1972; Bretscher MS 1972). La 
phosphatidylcholine et la sphingomyéline sont principalement situées sur la 
monocouche externe et sont électriquement neutres. L’asymétrie de composition 
lipidique induit donc une asymétrie de charge, qui participe au potentiel de repos de la 
membrane plasmique.  
L’asymétrie de composition lipidique est accompagnée d’une asymétrie de composition 
des chaînes hydrocarbonées. La monocouche interne comporte davantage de lipides 
avec acides gras insaturés, la rendant plus fluide et plus souple, ce qui est important 
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pour les mouvements de la membrane cellulaire. La monocouche externe, avec la 
sphingomyéline, est la seule à posséder des motifs osidiques, qui sont des marqueurs 
cellulaires.  
 
Figure 6. Asymétrie membranaire illustrée par la comparaison de la composition en 
phospholipides des deux hémi-membranes d'un érythrocyte (Zachowski 1993). 
 
La composition des membranes plasmiques diffère selon les organismes et le type 
cellulaire. Les lipides des membranes eucaryotes sont globalement zwitterioniques alors 
que ceux des membranes procaryotes sont anioniques. Par exemple, dans la membrane 
plasmique de la myéline (eucaryote) ou de l’érythrocyte, on retrouve les lipides suivants 
dans différentes proportions : PS, PE, SM, Chol et PC. Dans le cas de bactéries comme E. 
coli ou S. aureus, on ne retrouve aucun de ces lipides à l’exception de PE pour E. Coli, 
mais il y en a d’autres comme le PG et la cardiolipine (CL).  
Le cholestérol, qui peut constituer jusqu’à 50 % en mole (en moyenne 30%) de tous les 
lipides des membranes eucaryotes, s’insère dans la bicouche lipidique avec son grand 
axe perpendiculaire au plan de la membrane. Le groupement alcool entre alors en 
interaction avec les parties polaires des têtes des lipides membranaires. Le noyau 
tétracyclique rigide interagit lui avec les chaînes hydrocarbonées. La courte chaîne 
hydrocarbonée du cholestérol se trouve à proximité du centre de la bicouche. Cette 
chaîne est plus flexible que la partie tétracyclique plane qui est rigide. 
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Les lipides membranaires ont la possibilité de passer d’une monocouche à l’autre grâce 
à une diffusion transversale également appelée « flip-flop ». La diffusion d’un lipide dans 
un sens s’accompagne le plus souvent de la diffusion d’un autre lipide dans l’autre sens, 
pour des raisons d’encombrement stérique dans la membrane (Figure 7). Cependant, ce 
passage est peu fréquent car la partie hydrophobe est alors exposée à l’eau et la partie 
hydrophile au cœur hydrophobe. Dans les cellules, le mouvement transversal des 
phospholipides est catalysé par des enzymes membranaires appelées translocases et 
nécessite généralement un apport d’énergie.  Les « floppases » sont responsables du 
passage des lipides de la monocouche interne vers la monocouche externe alors que les 
« flippases » permettent le mouvement inverse (feuillet externe vers feuillet interne) 
(Daleke 2003). Il s’agit donc d’un transport actif.  
 
Figure 7. Diffusion transverse des lipides (adaptée de Shechter (Schechter 1990)). 
 
La diffusion transversale des lipides est souvent très lente avec un temps caractéristique 
de l’ordre de 105 secondes (Alberts et al. 2002). Le maintien de l’asymétrie est assuré 
par les translocases. Dans ces conditions, le temps de résidence d’un lipide sera plus 
important dans une hémimembrane que dans l’autre. De ce fait, l’asymétrie résulte en 
part d’un transport actif, un lipide particulier étant préférentiellement transporté d’une 
hémimembrane donnée où sa concentration est faible vers l’autre hémimembrane où 
sa concentration est plus élevée.  
Au sein de chaque hémimembrane une diffusion latérale est aussi possible, qui est plus 
rapide, de l’ordre de 10-9 cm2.s-1. Elle a été mise en évidence dès 1970 (Frye and Edidin 
1970). La vitesse de diffusion latérale va dépendre notamment de la température.  
Chapitre 1 : Membranes cellulaires 
 27 
1.6 L’Hétérogénéité membranaire  
La fluidité membranaire est fortement dépendante de la conformation des chaînes. 
Lorsqu’elles sont bien ordonnées, l’interaction entre les chaînes acyle est forte, les 
mouvements sont alors limités et la fluidité de la membrane est réduite. La membrane 
de type ordonnée est composée majoritairement de lipides à longues chaînes saturées.  
Inversement, un état plus désordonné s’accompagne d’une augmentation importante 
de la fluidité. Dans une membrane désordonnée, nous retrouvons plutôt des acides gras 
avec des chaînes insaturées.  
2. Systèmes modèle des membranes biologiques 
Les systèmes modèles membranaires sont essentiellement constitués de lipides. 
2.1 Liposomes 
Les liposomes sont des structures en bicouches lipidiques refermées sur elles-mêmes. 
Ils séparent un milieu aqueux intérieur d’un milieu aqueux extérieur. On distingue deux 
grands types de liposomes : les unilamellaires et les multilamellaires. Les 
multilamellaires sont appelés MLV (Multi Lamellar Vesicles). Il y a plusieurs catégories 
de liposomes unilamellaires classés selon leur taille : les SUV (Small Unilamellar 
Vesicles), les LUV (Large Unilamellar Vesicles) et les GUV (Giant Unilamellar Vesicles) qui 
sont représentés sur la Figure 8. 
 
Figure 8. Liposomes unilamellaires et multilamellaires. 
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2.1.1 Vésicules multilamellaires (MLV) 
La méthode pour les préparer consiste à évaporer le solvant organique dans lequel sont 
dissous les lipides, puis à les remettre en suspension dans un solvant aqueux en agitant. 
Il se forme alors des liposomes multilamellaires (MLV). Ils sont constitués d’un 
empilement concentrique de bicouches dont le diamètre varie de 500 nm à 1 µm (Figure 
8).  
Les MLV sont utilisées dans des expériences de calorimétrie, de RMN et de Diffraction 
des rayons X. En effet, à forte concentration, leur structure en multi-couches 
comprenant des distances répétitives constantes permet au faisceau de rayons-X de 
diffracter. 
 
2.1.2 Vésicules unilamellaires de petite taille (SUV) 
Un traitement physique des liposomes multilamellaires par ultrasons ou à pression 
élevée permet de former des vésicules de taille homogène constituées d’une seule 
bicouche lipidique. Ces vésicules (SUV) ont un diamètre inférieur à 50 nm.  
Leur petite taille est avantageuse pour certaines mesures optiques car les artefacts liés 
à la diffusion de la lumière sont atténués. Ces vésicules sont donc utilisées pour la 
spectroscopie et notamment en dichroïsme circulaire.  
Les SUV sont métastables et leur forte courbure peut perturber l’arrangement lipidique. 
Leurs propriétés mécaniques diffèrent de celles d’une membrane cellulaire.  
 
2.1.3 Vésicules unilamellaires de taille moyenne (LUV) 
Les LUV sont obtenues par « extrusion » d’une solution de MLV à travers un filtre de 
polycarbonate. Leur diamètre dépend du filtre utilisé. Pour obtenir des vésicules 
unilamellaires il faut, en général, les générer à un diamètre de 100 nm. 
En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques et mécaniques, celles des LUV sont 
plus proches de celles des membranes biologiques (en particulier des endosomes et 
certaines vésicules de sécrétion) que les SUV car ces dernières, trop petites, ont une 
courbure trop importante entraînant une forte tension de surface. Les LUV ont des 
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rayons de courbure plus importants que les SUV et sont relativement stables dans le 
temps. Malgré une diffusion de la lumière plus importante, elles constituent un bon 
compromis pour mener des études en spectroscopie. Elles peuvent être aussi observées 
en microscopie électronique tout comme les SUV et les MLV. 
 
2.1.4 Vésicules géantes unilamellaires (GUV) 
Les vésicules géantes peuvent être préparées de différentes façons. Une méthode dite 
spontanée consiste à hydrater un film de lipides avec un tampon aqueux. Dans ce cas, 
de petites vésicules sont régulièrement présentes à l’intérieur des vésicules géantes 
formées. Une autre méthode, l’électroformation, consiste à hydrater un film de lipides 
séché au-dessus de la température de transition de la phase gel (voir partie 5) vers la 
phase fluide Tm (Tm : température en dessous de laquelle le lipide est en phase gel). 
Puis, on fait croître les GUV en utilisant un champ électrique. Par cette méthode 
d’électroformation, les vésicules géantes ne contiennent pas d’autres vésicules à 
l’intérieur. 
La taille de ces vésicules est voisine de celle de cellules : entre 10 et 100 µm environ. 
Elles sont donc visualisables en microscopie optique (contraste de phase, fluorescence 
ou confocale). La première observation directe de domaines lipidiques fut faite avec des 
GUV (Korlach et al. 1999, Dietrich et al. 2001). 
Elles peuvent être formées à partir de lipides extraits de membranes cellulaires (De La 
Serna et al. 2004) et on peut également y incorporer des protéines membranaires 
fonctionnelles (Girard 2004). Les GUV ont notamment été utilisées pour l’étude des 
microdomaines de membranes et mettre en valeur la coexistence de phases (Korlach et 
al. 1999, Dietrich et al. 2001).  
Ces membranes restent cependant éloignées des membranes biologiques puisqu’elles 
ne présentent pas d’asymétrie membranaire et il est difficile d’y insérer des protéines 
membranaires ou d’y associer un cytosquelette. 
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3. Les géométries membranaires possibles 
 
Dans une membrane, les lipides sont organisés en bicouche mais cette organisation peut 
être amenée à changer en fonction des conditions expérimentales comme le degré 
d’hydratation ou la température. En dessous d’une concentration appelée 
concentration micellaire critique (CMC), les lipides sont sous forme de monomères. Au-
delà de la CMC, les lipides se trouvent sous forme de micelles, en équilibre avec des 
monomères (s’ils ne sont pas trop concentrés).  Il faut également que la température 
soit supérieure à une température appelée température de Krafft. Les lipides peuvent 
aussi s’auto-organiser pour former différentes mésophases, à plus forte concentration, 
comme des phases hexagonales, hexagonales inverses, cubiques, micellaires ou en 
bicouche. Certaines de ses organisations sont représentées dans la figure 9. 
 
Figure 9. Organisation des phases lipidiques. (A) Organisation lamellaire ; (B) organisation 
hexagonale inverse HII ; (C) organisation hexagonale HI (adaptée de Schechter 1990). 
 
La phosphatidylcholine (PC) s’organise en bicouche lipidique en milieu aqueux et forme 
des liposomes tant que la concentration en lipides est inférieure à 50% en masse. Les 
lipides maintiennent une organisation en bicouche et se trouvent au sein de lamelles 
très fines par rapport à leur surface. Ces lamelles parallèles sont séparées par des 
couches d’eau dont l’épaisseur bien définie est fonction de la quantité d’eau dans le 
système. Cette organisation lamellaire, appelée Lα, est caractéristique des membranes 
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composées de lipides à géométrie cylindrique de type PC, SM et PS. Pour ces lipides, la 
forme lamellaire de la bicouche est maintenue même à de hautes températures (Figure 
9A) (Luzzati, Tardieu, and Gulik-Krzywicki 1968). 
L’épaisseur de la couche d’eau diminue si la concentration en lipide augmente encore 
et dépasse 50%. Dès lors, les contacts entre les bicouches sont plus étroits puisqu’il il y 
a un rapprochement des lamelles. En déshydratant les bicouches, on observe alors un 
enroulement des monocouches autour de la faible quantité d’eau qui est alors 
emprisonnée. Des cylindres pleins d’eau sont ainsi formés et leur surface est tapissée 
des têtes polaires des lipides tandis que les chaînes hydrocarbonées sont renvoyées vers 
l’extérieur. Ces cylindres s’organisent alors en une phase hexagonale appelée HII (Figure 
9B). En particulier, il a été remarqué que la phosphatidyléthanolamine (PE) insaturée, 
avec sa forme conique, induit des structures hexagonales inverses. Ce type de structure 
rappelle l’organisation des lipides dans certains modèles de mécanismes cellulaires 
nécessitant une forte courbure négative comme lors de la fusion de vésicules. Le 
passage d’une phase Lα à une phase hexagonale est favorisé par la diminution de la 
concentration en eau. Cette transition peut également s’effectuer suite à une 
augmentation de la température dans le cas où le contact entre les lamelles de la phase 
Lα est déjà assez étroit. La transition de Lα vers une phase hexagonale demande de 
franchir une barrière énergétique qui peut l’être grâce à l’agitation thermique. La nature 
des lipides joue sur les domaines de température et de quantité d’eau pour lesquelles a 
lieu le passage Lα  HII. Plus un lipide à tendance à adopter une organisation de type 
HII, plus la température de transition (température au-dessus de laquelle le lipide se 
trouve en phase hexagonale inverse) est basse et plus la quantité d’eau à laquelle la 
transition se produit est élevée. 
Soumis à des conditions de concentration et de température différentes, certains lipides 
s’organisent différemment. Ils peuvent notamment adopter une structure hexagonale 
HI. Dans ce cas, ils forment des cylindres ordonnés suivant une symétrie hexagonale, 
mais avec les chaînes hydrocarbonées à l’intérieur des cylindres, l’eau séparant les 
cylindres (Figure 9C). 
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Les lipides ont aussi la capacité d’adopter différentes structures cubiques qui sont 
représentées sur la Figure 10. Des canaux d’eau sont formés et des phases cubiques 
bicontinues sont ainsi créées.  
 
Figure 10 : Phases cubiques bicontinues de types Im3m, Pn3m et La3d avec respectivement 6, 
4 et 3 canaux aqueux représentés en bleu. En jaune est représenté la phase continue de lipide 
formée par une bicouche hautement courbée, en bleu la phase aqueuse (adapté de (Kulkarni 
et al. 2017). 
 
D’un point de vue énergétique, les phases cubiques se situent à un niveau intermédiaire 
entre la structure hexagonale et la structure lamellaire. Les courbures moyennes 
interfaciales des phases hexagonales et cubiques ont des valeurs assez proches. Les 
phases cubiques sont aussi des précurseurs des phases hexagonales.  
Il est possible de déterminer les différentes phases par diffraction des rayons X aux petits 
angles. A forte résolution, il est possible d’avoir accès aux caractéristiques structurales : 
l’épaisseur de la lamelle lipidique et de la couche aqueuse dans une organisation 
lamellaire, la distance entre cylindres et le diamètre de ces derniers dans le cas de 
l’organisation hexagonale.  
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Les lipides adoptent préférentiellement un type d’organisation en fonction de leur 
structure (Tableau 1). Par exemple, la phosphatidyléthanolamine adopte facilement une 
organisation hexagonale HII en présence d’eau. 
Lipides Phases 
Phosphatidylcholine L 
Sphingomyéline L 
Phosphatidyléthanolamine* HII 
Phosphatidylsérine L 
Lysophosphatidylcholine HI 
Insaturation L HII 
Déshydratation L HII 
Augmentation de T L HII 
Tableau 1. Organisation préférentielle de différents lipides à 37°C (adaptée de (Schechter 
1990)). *à un bas degrée d’hydratation. 
 
C’est la balance entre les géométries des parties polaires et hydrophobes des lipides qui 
détermine les différentes organisations lipidiques. Lorsque la conformation moyenne du 
lipide s’inscrit dans un cylindre, on a une organisation à courbure moyenne nulle comme 
la phase lamellaire (Figure 11 A). Si l’aire de la surface projetée de la partie polaire est 
plus faible que celle de la partie apolaire, le lipide s’inscrit dans un cône et on a alors 
affaire à une organisation hexagonale HII (Figure 11 B). L’organisation HII provient d’un 
changement de courbure, qui est alors non nulle et négative. Enfin, une surface de la 
partie polaire supérieure à celle de la partie apolaire implique que le lipide s’inscrit dans 
un cône inversé et l’organisation à courbure positive obtenue est alors de type HI (Figure 
11 C).  
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Figure 11. Géométrie et organisation lipidique. (A) Lipides en forme de cylindre, organisation 
lamellaire ; (B) lipides en forme de cône, organisation en micelle inversée ; (C) lipides en forme 
de cône inversé, organisation de type micellaire (adaptée de Schechter 1990)). 
 
Ainsi, l’organisation acquisse par les lipides en fonction des différentes conditions 
expérimentales peut être expliquée grâce à un facteur de forme. Suite à une 
augmentation de température, le mouvement des chaînes est plus important et une 
déshydratation provoque une diminution du volume de la partie polaire. Ceci favorise 
une organisation hexagonale inverse de type HII.  L’insaturation des chaînes qui favorise 
la forme conique joue donc en faveur de l’organisation de type HII.  
4. Fluidité membranaire 
 
Même piégés dans la membrane, les constituants d’une membrane biologique sont 
animés de divers mouvements. Les lipides tournent autour de leur axe 
perpendiculairement au plan de la membrane alors que les chaînes hydrocarbonées qui 
ont la propriété d’être flexibles adoptent un mouvement de balancier. À courte échelle, 
ces mouvements sont responsables de la fluidité membranaire.  
La Figure 12 illustre les différents mouvements des constituants membranaires. Au sein 
de la membrane ont lieu des mouvements de rotation et de balancier qui n’entrainent 
pas le déplacement des molécules dans la membrane. Il peut y avoir un déplacement de 
la molécule au sein de la même hémi-membrane par diffusion latérale. Une molécule 
peut aussi passer d’une hémi-membrane à l’autre par « flip-flop » (Figure 7).   
Ainsi, les déplacements des diverses molécules contenues dans la membrane montrent 
que l’ensemble n’est pas figé et qu’elles sont capables de se déplacer dans la structure 
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qu’elles forment. Le dynamisme membranaire existe grâce aux liaisons faibles qui 
peuvent s’établir et se défaire facilement. On peut préciser ici que le coefficient de 
diffusion latérale, noté DL d’un lipide est d’environ 10-12 m2.s-1 ce qui signifie qu’en 
moyenne une molécule peut couvrir dans ses déplacements latéraux une surface de 1 
µm2.s-1.  
 
Figure 12. Les différents mouvements des constituants membranaires. (a) Rotation des 
lipides ; (b) mouvement de balancier des chaînes hydrocarbonées ; (c) rotation des protéines ; 
(d) diffusion latérale des lipides (adapté de (Alberts et al. 2002)). 
 
La viscosité caractérise la résistance au déplacement. Dans un milieu homogène et 
isotrope, cette résistance est identique dans toutes les directions. Or, la membrane 
étant un milieu anisotrope et hétérogène, la résistance au déplacement diffère selon les 
directions de l’espace.  
Différents facteurs ont une influence sur la fluidité membranaire : 
La température  
Une augmentation de température entraîne une plus forte agitation moléculaire ce qui 
provoque la rupture de liaisons faibles. La fluidité est ainsi augmentée. 
La composition lipidique 
En particulier, c’est le degré d’insaturation des chaînes carbonées qui est en jeu. 
L’écartement des chaînes voisines est augmenté par les chaînes aliphatiques des acides 
gras insaturés. Leurs chaînes sont coudées, ceci a pour conséquence de faire chuter le 
nombre de liaisons de Van der Waals. En conséquence, un degré d’insaturation élevé 
rend la température de gélification plus basse. Le cholestérol a également un rôle qui 
sera discuté plus loin dans ce chapitre. 
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Autres facteurs 
Il existe d’autres facteurs cruciaux pour la capacité de mouvement des molécules parmi 
lesquels on peut distinguer la masse de la molécule qui a une influence directe sur sa 
mobilité ainsi que la position de la protéine au sein de la membrane et les liaisons qu’elle 
établit avec les molécules à proximité comme par exemple le cytosquelette cortical.  
Différents processus biologiques dépendent de la fluidité membranaire comme la 
transduction de messages, l’écoulement des flux d’électrons des réactions 
d’oxydoréduction qui ont lieu dans les membranes et qui sont important pour la chaîne 
respiratoire et la photosynthèse. En outre, la vitesse des réactions est intimement liée à 
la vitesse de diffusion des complexes enzymatiques dans les bicouches lipidiques.  
 
4.1 Fluidité et conformation des chaînes hydrocarbonées 
Dans le cas où toutes les liaisons C-C sont de type trans (t), configuration la plus stable, 
la chaîne hydrocarbonée est étirée au maximum. Nous parlons alors d’une configuration 
« tout-trans ». La rotation est libre autour des liaisons C-C au sein d’une chaîne mais le 
passage d’une configuration trans (t) à une configuration gauche (g) nécessite tout de 
même un apport d’énergie, que l’agitation thermique est capable de fournir.  
Une séquence de configurations « ttgtgtt » a un impact sur le parallélisme des chaînes. 
En effet, ce type de configuration entraîne des changements de direction de la chaîne. 
Nous noterons également qu’une double liaison en configuration cis, ce qui est 
généralement le cas dans les membranes biologiques, entraîne un changement de 
direction à la différence d’une double liaison en configuration trans comme montré sur 
la Figure 13. 
 
Figure 13. Les différentes configurations d’une chaîne hydrocarbonée. 
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5. Les phases lamellaires dans les membranes : gel, liquide et gel-
ondulée  
 
Les conditions physicochimiques (température, composition lipidique) auxquelles sont 
soumises les bicouches lamellaires ont une influence sur la dynamique des lipides. On 
distingue différents types de phases : les phases lamellaires gel (qui sont ordonnées), les 
phases lamellaires liquides (pouvant être désordonnées ou ordonnées) et la phase 
lamellaire gel ondulée. Si l’on considère deux possibilités pour la phase liquide, on peut 
donc distinguer 4 phases différentes : une phase gel (Lβ ou Lβ’), une phase liquide 
désordonnée (Ld) ainsi qu’une phase liquide ordonnée Lo et une phase gel-ondulée 
(Pβ’). Dans la phase gel les chaînes des lipides ont tendance à être parallèles entre elles 
et perpendiculaires ou inclinées (dans le dernier cas on parle de phase Lβ’) par rapport 
au plan de la bicouche. Par exemple, dans la phase gel de la phosphatidylcholine, les 
chaînes lipidiques sont inclinées ce qui n’est pas le cas dans la phase gel de la 
phosphatidyléthanolamine (McIntosh, 1980). Ceci laisse penser que l’inclinaison est liée 
à la nature de la tête polaire. La surface occupée par les lipides est plus petite et les 
mouvements sont limités. Dans les phases liquides, les lipides diffusent plus facilement 
que dans les phases gel. Les phases liquides apparaissent à une température supérieure 
à la température de transition gel-liquide qui diffère selon les espèces moléculaires. 
Dans la phase gel-ondulée, il y a des ondulations régulières de la bicouche. Ces phases 
seront décrites plus précisément dans les paragraphes suivants (Figure 14). 
 
Figure 14. Représentation schématique des phases gel, gel ondulée et liquide.  
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Plusieurs techniques peuvent être utilisées pour obtenir des informations sur la 
conformation des chaînes, la quantité de chaînes en phase liquide ou gel en fonction de 
la température ou encore la température où a lieu la transition.  Par exemple, la 
diffraction des rayons X repère des modifications dans l’ordre des lipides durant la 
transition. Des techniques calorimétriques permettent de repérer l’absorption de 
chaleur consécutive à la « fusion » des chaînes. D’autres techniques comme la RPE 
utilisent les variations de propriétés de sondes spectroscopiques pour étudier le 
mouvement et les interactions moléculaires. 
L’agitation thermique est faible à basse température. Dans ce cas, les chaînes lipidiques 
adoptent une configuration « tout-trans ». Dans une bicouche, on a alors une 
conformation ordonnée des chaînes car elles sont parallèles, étirées au maximum et 
sont très proches les unes des autres.  
À plus haute température, la mobilité autour des liaisons C-C est augmentée. Ainsi, 
l’isomérisation trans  gauche devient plus probable. En outre, au-dessus d’une 
certaine température, il y a une transition coopérative où les chaînes passent d’un état 
ordonné à un état plus désordonnée. La température de transition de phase (transition 
de la phase gel vers la phase liquide, Tm) est fonction de la longueur des chaînes 
hydrocarbonées, du nombre de leurs insaturations et aussi de la nature des têtes 
polaires (Figure 15).  
Dans une phase gel ordonnée l’épaisseur de la double couche lipidique est plus 
importante que dans les phases fluides où les chaînes ne sont pas étirées au maximum. 
En effet, en phase liquide, les chaînes acyle oscillent autour d’une orientation normale 
par rapport au plan de la membrane. Cela implique que les lipides laissent d’avantage 
d’espace entre eux. Lors de la transition, à Tm, on constate une expansion latérale des 
lipides qui occupent alors plus de place à l’interface.  
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Figure 15. Membrane en phase gel (Lβ) et liquide (L𝛂). 
 
5.1 Phase lamellaire gel Lβ 
La phase lamellaire gel (Lβ) est constituée des chaînes acyle exclusivement en 
conformation « trans ».  Cette organisation n’est rendue possible qu’à une température 
assez faible, inférieure à la température de transition. L’épaisseur d’une bicouche qui se 
trouve en phase gel est plus grande de 3 à 4 Å que quand elle se trouve en phase liquide 
Ld. La membrane, très compacte, a une diffusion latérale limitée des lipides. En outre, 
quand les longueurs des chaînes acyle sont très différentes, il apparaît un phénomène 
d’interdigitation.  
 
5.2 Phases lamellaires liquides 
La phase liquide désordonnée (Ld) est formée par un arrangement de phospholipides 
dont les chaînes acyle se trouvent à une température supérieure à celle de leur 
transition de phase.  L’épaisseur de la membrane qui est d’environ 4 nm, diminue donc 
avec une augmentation de température. Les chaînes carbonées sont plus mobiles qu’en 
phase gel. 
La phase liquide ordonnée Lo est constituée d’un ou de plusieurs types de lipides 
souvent associés à du cholestérol. Les chaînes acyle saturées très étirées comme par 
exemple celles de la sphingomyéline sont typiques des phases ordonnées. 
L’organisation de ces chaînes peut être modifiée du fait de la présence de cholestérol. 
En effet, les stérols possèdent des quatre cycles qui ont la propriété d’être rigides. 
L’intercalation du cholestérol entre les chaînes acyle fait qu‘elles occupent moins de 
place. L’épaisseur de la bicouche est plus importante que pour la phase Ld. En effet elle 
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est plus épaisse d’un ou deux angströms. Le cholestérol a aussi une influence sur 
l’écartement des têtes polaires, le groupement hydroxyle ayant tendance à les écarter. 
 
5.3 Passage d’une phase gel à la phase liquide 
Pour un lipide pur, la transition de l’état gel à l’état liquide dépend de la nature des 
chaînes acyle. Il y a un lien entre la température de fusion des acides gras formant les 
chaînes hydrocarbonées des lipides et la température de transition de ces derniers.  
Lors du passage de la phase gel (ordonnée) à la phase liquide (désordonnée), il y a une 
expansion latérale des lipides. Plus les interactions entre les lipides sont fortes plus la 
transition se fera à haute température. Les températures de transition des lipides 
augmentent donc avec la longueur des chaînes. En effet, plus les chaînes sont longues, 
plus l’interaction hydrophobe entre les chaînes est forte et celle-ci s’oppose à 
l’expansion latérale des lipides. En outre, les insaturations en conformation « cis » 
provoquent des changements de direction dans les chaînes ce qui rend plus difficiles les 
interactions entre des chaînes proches. Ceci fait qu’une augmentation d’insaturations 
en « cis » entraîne une baisse de la température de transition des lipides. Cependant, 
les insaturations « trans » n’ont que très peu d’influence sur les températures de 
transition car elles n’introduisent pas de changement de direction dans les chaînes. 
 
5.4 Phase ondulée 
Le concept de micro-domaines et de radeaux dans la membrane a été développé durant 
la dernière vingtaine d’années et le rôle de l’arrangement de lipides dans les fonctions 
cellulaires a aussi été démontré (Kai Simons and Gerl 2010; Kai Simons and Sampaio 
2011; Tardieu, Luzzati, and Reman 1973). Une caractéristique remarquable des lipides 
est leur capacité à combiner en une phase ordonnée ou désordonnée des propriétés 
spécifiques avec des répercussions sur les fonctions des membranes biologiques.  Les 
diagrammes de phases donnent de nombreuses informations. Ils permettent de 
déterminer dans quelles conditions de température et d’hydratation les lipides sont 
miscibles (phase unique) ou non-miscibles, ce qui implique la coexistence de plusieurs 
phases. La Figure 16 montre une partie du diagramme de phase de la 
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phosphatidylcholine (PC) extraite de l’œuf qui contient diverses chaînes acyle. Dans ce 
cas particulier, la PC peut se trouver en phase Lα ou Lβ en fonction de la température et 
du degré d’hydratation (Figure 16). 
 
Figure 16. Diagramme de phase de PC d’œuf. Les régions représentant une phase sont 
hachurées. (Tardieu, Luzzati, and Reman 1973). La phase C est une phase cristalline tri-
dimensionnelle, la phase Q est cubique, la phase R rhomboédrique, la phase H hexagonale, et 
les phases L sont lamellaires.  
Dans de mélanges de lipides, la coexistence d’états gel et liquide a été décrite dans 
différents articles (Heimburg 2000; Leibler and Andelman 1987; Marder et al. 1984; 
Rappolt et al. 2000). La coexistence de domaines désordonnées et ordonnés au sein 
d’une même vésicule a également été observée par de nombreux auteurs (Bagatolli and 
Gratton 2000; Feigenson and Buboltz 2001; Korlach et al. 1999). Les phases gel-
ondulées, pouvant apparaître entre les phases homogènes gel et liquide de la 
membrane sont caractérisées par des fluctuations locales (Leibler and Andelman 1987). 
Heimburg décrit la phase gel-ondulée comme une pré-transition qui se fait à faible 
enthalpie entre l’état gel et l’état liquide et précède la fusion des chaînes acyle. Il affirme 
que cette transition est liée à l’apparition d’ondulations périodiques à la surface des 
membranes. La période spatiale de ces ondulations est généralement comprise entre 
100 et 300 Å. L’intervalle de température entre la pré-transition et la transition 
principale dépend surtout de la longueur des chaînes. Par exemple, il est d’environ 10°C 
pour DPPC (C16) et tombe à environ 3,1°C pour DSPC (C18) (Jorgensen et al. 1995). 
La pré-transition peut être observée aussi bien dans des systèmes multi-lamellaires 
qu’uni-lamellaires. La formation des ondulations dépend de l’hydratation et n’a pas lieu 
dans des membranes lipidiques déshydratées. En effet, les phases ondulées semblent 
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être plus hydratées que les phases gel et liquides correspondantes (Le Bihan and 
Pezolet, 1998). Durant la pré-transition, toutes les variables thermodynamiques, y 
compris l’enthalpie, changent. Heimburg (Heimburg 2000) propose un modèle de la 
phase ondulée. Il part du principe que les lipides dans la phase gel sont organisés suivant 
une maille triangulaire avec donc trois directions principales. Lorsque la fusion a lieu, la 
surface occupée par les lipides augmente ce qui induit une rupture dans l’organisation 
de la maille si les lipides fondent individuellement. Il appelle ceci un défaut ponctuel. 
Cependant, si ces défauts ponctuels s’organisent linéairement selon une des directions 
principales, la ligne résultante n’a pas d’effet sur l’ordre cristallin. Il en déduit ainsi que 
les lignes de défauts doivent être énergétiquement favorisées par rapport aux défauts 
ponctuels. En outre l’apparition d’une ligne de défauts dans une monocouche entraîne 
une asymétrie de surface dans une bicouche et, par conséquent, une courbure locale 
(Heimburg 2000) (Figure 17). 
 
Figure 17. Représentation schématique de deux monocouches lipidiques couplées à l’état gel. 
En augmentant la température apparaitrait un défaut de ligne lipidique. La conséquence de 
l’asymétrie en surface est une courbure locale responsable de l’aspect ondulé (Heimburg 
2000).  
 
Rappolt (2000) parle aussi de la phase ondulée comme une phase lamellaire 
intermédiaire (Figure 18. ).  
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Figure 18. Schéma des événements principaux pendant la pré-transition de DPPC. (A) Le point 
de départ est la phase gel (chaînes droites). (B) La phase liquide cristalline Lα (chaînes acyle 
pliées) coexiste avec la phase gel d’origine. (C et D) Dans une deuxième étape, les chaînes 
acyle de la phase Lα se détendent a la conformation « tout-trans » et apparait la phase de 
discontinuité stable Pβ’ (Rappolt et al. 2000).  
 
La Figure 18 tente d’expliquer la formation de la phase ondulée. L’arc-cosinus entre la 
phase gel et la phase liquide est compris entre 25° et 29° quand la température de 
transition est atteinte. Cette valeur est proche de l’angle d’inclinaison des chaînes 
hydrocarbonées dans la phase gel qui est de 30° (Kirchner and Cevc 1994). Kirchner et 
al. suggèrent que la première étape de la transition (pré-transition) est causée par une 
dislocation du système multi-lamellaire. Ensuite, un peu plus loin dans la pré-transition, 
il y aurait un gonflement de la membrane par entrée d’eau. Ce processus se ferait dans 
le même temps qu’une augmentation de la fraction de phase liquide. Quand le 
gonflement de la phase liquide se rapproche du maximum, les phases qui coexistent 
deviennent une phase ondulée stable Pβ’. En même temps, la concentration en eau 
s’équilibre entre les bicouches. Ainsi, la rotation des têtes polaires dans la phase gel 
implique l’absorption d’eau, et dans les domaines liquides, le durcissement des chaînes 
a lieu avec une perte d’eau. La phase ondulée comporterait alors à la fois des zones en 
phase gel alternées avec des zones en phase liquide (Heimburg 2000; Kirchner and Cevc 
1994). 
Leidy (Leidy et al. 2002) s’est également intéressé aux phases ondulées notamment en 
utilisant la microscopie à force atomique. Comme Heimburg, il précise qu’en dehors des 
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domaines ondulés, la surface est localement plane. Les ondulations disparaissent lors 
de la transition principale pour des membranes ne comportant qu’un composant 
(Tenchov, Yao, and Hatta 1989) mais dans le cas de certaines membranes plus 
complexes, les températures de fusion des différents composants étant différentes et 
parfois éloignées, on arrive à une coexistence de domaines ordonnés et désordonnés. 
Des expériences de cryofracture ont laissé supposer la coexistence dans certaines plages 
de température de phases ondulées et de phases fluides. Leidy (2002) a utilisé la 
microscopie à force atomique (AFM) sur des membranes composées de DMPC/DSPC 
dont les températures de fusion sont assez éloignées. Ces deux lipides sont également 
connus pour former des phases ondulées. La microscopie est faite sur des doubles 
bicouches. Cela permet d’étudier plus précisément les propriétés des membranes et en 
particulier la formation des domaines. Aussi, cela permet d’étudier dans un 
environnement isolé et à la haute résolution de l’AFM, des propriétés de membrane 
sensibles aux interactions de surface. Il montre que la coexistence de phases ordonnées 
et de régions fluides est fortement influencée par la présence des ondulations (Figure 
19). La température est de 24°C donc 5°C en dessous de la ligne de solidus (cette ligne 
sépare une température où seule la phase gel est présente d’une température où les 
phases gel et liquide peuvent coexister). 
 
Figure 19. Images AFM montrant la formation d’une phase ondulée dans un mélange 
équimolaire DMPC/DSPC en double bicouche à une température de 24°C. (A) Image à hauteur 
constante (sans contact) montrant des orientations caractéristiques de 60° et 120° entre des 
domaines ondulés. (B) Image montrant une région ondulée de 12,5 nm (phase ondulée stable) 
dans une région de 25 nm (Leidy et al. 2002). 
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La Figure 19 montre la structure caractéristique des ondulations avec des angles de 60 
et 120° entre les régions ondulées.  L’AFM réalisée sur les membranes DMPC/DSPC dans 
une plage de température où peuvent coexister les deux domaines montre la présence 
de phase ondulée dans les domaines ordonnés ce qui indique que les phases ondulées, 
dans les mélanges, peuvent exister même après la transition principale. Leidy affirme 
également que la présence de phases ondulées dans la gamme de température où 
coexistent domaines liquides et gel affecte la formation et la croissance des domaines 
liquides.  
6. Cholestérol 
 
Le cholestérol possède 27 atomes de carbone organisés en quatre cycles et une chaîne 
hydrocarbonée en position C17. C’est une molécule amphipatique (Figure 5) puisqu’un 
groupe hydroxyle est positionné en C3. 
En plus d’être un des constituants les plus importants des membranes plasmiques 
animales, il a aussi un rôle de précurseur des hormones stéroïdes et de la vitamine D qui 
sont impliquées dans le contrôle de l’expression de certains gènes. Différentes fonctions 
sont régies par les stéroïdes. Notamment, l’excrétion de Na+ et K+ est contrôlée par 
l’hormone hyperglycémiante favorisant l’apport en énergie et donc impliquée dans le 
métabolisme énergétique des cellules. Enfin, la testostérone, les œstrogènes et la 
progestérone sont les hormones sexuelles des mammifères.  
Les cellules responsables de la biosynthèse des stéroïdes sont par exemple les cellules 
de Leydig localisées dans le tissu interstitiel des testicules ou encore les cellules 
folliculaires des ovaires. Ces cellules sont dites stéroïdogènes.  
Le cholestérol peut être synthétisé dans le foie et l’intestin mais il est majoritairement 
apporté par l’alimentation. Ce sont des lipoprotéines telles que les LDL (Low Density 
Lipoprotein) et les HDL (High Density Lipoprotein) qui apportent, sous forme d’esters 
d’acides gras, le cholestérol aux cellules cibles. Les LDL sont formées par l’association de 
molécules de cholestérol sous leurs formes estérifiée et non estérifiée, ainsi que par des 
phospholipides et par une protéine désignée B-100. Les HDL, de forme discoïde, sont 
formées suite à l’hydrolyse de triglycérides et sont riches en phospholipides.  
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La protéine B-100 a un rôle primordial pour le transport du cholestérol. Elle permet de 
fixer les LDL sur des récepteurs spécifiques se trouvant dans les cavéoles (invaginations) 
des membranes plasmiques. Ces récepteurs ont un rôle très important puisqu’ils 
permettent de contrôler la concentration extracellulaire du cholestérol. 
Les gènes codant pour des récepteurs de LDL peuvent être déficients et donc les LDL 
peuvent ne pas être fixées, internalisées, ou recyclées. Dans ce cas, la concentration de 
LDL et du cholestérol associé circulant devient alors très élevée, ce qui conduit à 
augmenter le risque d’athérosclérose.  
 
6.1 Cholestérol : influence sur l’organisation des phospholipides 
Le cholestérol a un impact sur la disposition des lipides. Dans les membranes, la partie 
polaire du cholestérol est en contact avec les têtes polaires et la partie hydrophobe avec 
les chaînes hydrocarbonées dans le cœur de la bicouche. Le cholestérol peut moduler 
les propriétés physiques et la dynamique des membranes où il se trouve. Dans les 
membranes riches en acides gras saturés (AGS), l’écartement entre les chaînes acyle 
engendré par le cholestérol fait baisser les interactions de Van der Waals. Cela provoque 
une augmentation de la fluidité membranaire. 
Dans le cas d’une membrane riche en acides gras insaturés (AGI), le cholestérol a un 
effet opposé. Il interagit avec la partie proximale des chaînes aliphatiques des AGI et la 
partie distale des chaînes aliphatiques des AGS. Le résultat est une augmentation des 
liaisons intermoléculaires d’où une baisse de la fluidité (Figure 20). 
Chapitre 1 : Membranes cellulaires 
 47 
 
Figure 20. Effets du cholestérol sur la fluidité membranaire.  
 
Les transitions des phases de suspensions multilamellaires de DPPC avec des 
concentrations en cholestérol variables ont été analysées par Sanakaram (M B Sankaram 
and Thompson 1991). La Figure 21 montre que pour de faibles concentrations en 
cholestérol (<7 mol%) apparaît la transition So-Ld. Il y a coexistence de ces deux phases 
au voisinage de 41,2°C. À des concentrations comprises entre 7 et 27 mol% il y a 
coexistence des phases So-Lo et Ld-Lo, suivant que l’on est en-dessous ou au-dessus de la 
température de transition de phase gel-liquide (environ 1 degré inferieur à Tm). Au-delà 
de 30 mol% de cholestérol, seule la phase Lo persiste peu importe la température. Par 
microcalorimétrie, il a aussi été observé qu’à des concentrations en cholestérol 
inferieures à 5 mol%, il y a immiscibilité des phases Lo-Ld (McMullen et McElhaney 1995). 
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Figure 21. Influence du cholestérol sur la structure lipidique de la bicouche (M B Sankaram and 
Thompson 1991). 
 
6.2 Rôle du cholestérol dans la formation de phase liquide ordonnée au sein des 
membranes lipidiques 
Il apparaît que généralement, les membranes cellulaires ayant une organisation liquide 
ordonnée Lo sont riches en sphingomyéline et cholestérol. En effet, l’affinité du 
cholestérol pour les sphingolipides est souvent meilleure que pour les 
glycérophospholipides. Sankaram (M B Sankaram and Thompson 1991) a étudié 
l’interaction du cholestérol avec différents glycérophospholipides et différentes 
sphingomyélines avec des compositions de chaînes variables par ESR (Résonance 
paramagnétique électronique). Il remarque que la composition des chaînes acyle ne 
semble pas avoir d’influence sur l’association du cholestérol avec les sphingomyélines. 
De plus, le cholestérol interagit plus fortement avec les shingomyélines qu’avec les 
phosphatidylcholines. C’est probablement la liaison amide des sphingomyélines, 
présentant un caractère dipolaire plus fort que la liaison ester correspondante dans les 
glycérophospholipides, qui est responsable de la plus forte interaction du cholestérol 
avec les sphingomyélines. Il se peut également qu’une liaison hydrogène entre l’atome 
d’hydrogène de l’amide et l’oxygène du groupement hydroxyle du cholestérol vienne 
renforcer cette interaction (Figure 22) (Mantripragada B Sankaram and Thompson 
1990).  
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Figure 22. Les interactions lipide-lipide et en particulier la liaison préférentielle du cholestérol 
avec les sphingolipides aide à former des domaines ordonnés au sein de la membrane. 
L’interaction préférentielle des sphingolipides avec les stérols est due à la saturation de la 
chaîne hydrophobe des sphingolipides, et à la formation de liaisons hydrogènes entre ces deux 
espèces (Sezgin et al. 2017). 
 
7. Nanodomaines des membranes 
 
Du fait des affinités entre les lipides et de la fluidité des bicouches phospholipidiques, 
les différents composants des membranes peuvent s’arranger latéralement de façon 
non homogène. Ceci entraîne la création de régions qui diffèrent du reste de la 
membrane par leur composition lipidique ou protéique. L’hétérogénéité latérale dans 
les membranes existe à l’échelle sub-micrométrique et nanométrique. Les micro et 
nanodomaines membranaires sont en général caractérisés par la présence d’ensembles 
spécifiques de protéines. Cela signifie que certaines protéines ne sont pas sujettes à la 
diffusion latérale mais restent confinées dans des micro-domaines (Jacobson, Sheets, 
and Simson 1995). Dans leur description des membranes, Singer et Nicholson (Singer 
and Nicolson 1972) affirment que certains lipides ne sont pas entièrement libres de 
diffuser dans la bicouche mais qu’ils interagissent fortement avec des protéines 
membranaires créant ainsi une hétérogénéité latérale sur une distance de l’ordre de 
100 nm. L’étude de l’effet de la température sur des lipides membranaires permet de 
supposer que le comportement de phase des mélanges lipidiques est responsable de 
l’organisation latérale des membranes biologiques. Cela suggère donc que les propriétés 
d’agrégation des lipides membranaires sont une des principales causes menant à la 
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formation d’un ordre latéral (Karnovsky et al. 1982; A. G. Lee et al. 1974; Wunderlich et 
al. 1975). L’idée de l’existence de plusieurs phases dans la membrane remonte à 1982 
(Karnovsky et al. 1982). Celle que la capacité des lipides à s’organiser en domaines dans 
les membranes cellulaires est liée à la solubilité limitée des lipides vient de Simons et 
Van Meer (Simons, Kai and van Meer 1988). Ils cherchaient à expliquer la différence de 
composition lipidique entre les domaines apicaux et basolatéraux des membranes de 
cellules épithéliales et posaient les bases du concept de domaines radeaux (rafts) (Figure 
23). 
 
7.1 Les domaines radeaux 
L’existence de domaines de membrane appelés radeaux lipidiques ou radeaux est 
encore sujette à controverse. Néanmoins, ces radeaux font référence à des domaines 
enrichis en cholestérol, sphingomyéline et glycérophospholipides. Ces composants 
peuvent s’assembler de façon compacte grâce à des interactions intermoléculaires. 
L’isolement de fractions lipidiques des membranes en utilisant des détergents comme 
le triton X-100 a permis leur découverte (Brown 2001) d’où aussi leur appellation DRM 
(detergent resistant membranes). 
Ainsi, le critère initial de définition d’un radeau lipidique était un domaine de la 
membrane résistant à l’extraction dans du triton X-100 1%. Ces radeaux contiennent 3 
à 5 fois plus de cholestérol que le reste de la membrane qui représente d’un tiers à la 
moitié de l’ensemble des lipides (Deborah A Brown and Rose 1992; Pike et al. 2002; 
Prinetti et al. 2000). Il en va de même pour la sphingomyéline qui représente 1 à 15% 
du total des lipides dans les radeaux. 10 à 20% des autres lipides sont des 
glycosphingolipides tels que les cérébrosides et les gangliosides (Deborah A Brown and 
Rose 1992; Prinetti et al. 2000). Les glycérophospholipides tels que la 
phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine représentent moins de 30% des 
lipides dans les radeaux alors qu’ils représentent environ 60% des lipides dans la 
membrane. Les radeaux contiennent donc peu de glycérophospholipides.  
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Figure 23. Représentation de l’hétérogénéité latérale de la membrane. Les domaines radeaux 
sont définis comme aillant petite taille mais très dynamiques, enrichis en cholestérol, 
phospholipides saturés, sphingolipides, glycolipides et en protéines couplées au GPI 
notamment. Ces domaines ont des propriétés physiques particulières. La fluidité y est plus 
faible. Ces domaines sont présents à la fois dans les feuillets interne et externe et sont répartis 
probablement de manière aléatoire dans la membrane (Sezgin et al. 2017). 
 
Ces radeaux peuvent exister également dans des membranes modèles qui miment les 
membranes biologiques puisque comme mentionné précédemment, les 
sphingomyélines interagissent avec le cholestérol en formant des liaisons hydrogène et 
grâce à l’interaction lipophile entre les chaînes du cholestérol et des sphingolipides. La 
Figure 24 représente la définition initiale des radeaux.  
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Figure 24. Définition des radeaux lipidiques (membranes résistantes aux détergents, DRM). 
Les radeaux et leurs composants peuvent être isolés en utilisant des détergents. Ce sont les 
fragments de faible densité. On ne retrouve que peu, voir pas de ces fragments dans les 
membranes pauvres ou sans cholestérol (Edidin 2001). 
 
Le cholestérol semble stabiliser ces domaines radeaux (Gibson Wood et al. 2011). Il est 
abondant dans ces domaines et son interaction préférentielle avec les sphingolipides 
est primordiale pour leur formation (K Simons and Ikonen 1997). Il interagit également 
avec les gangliosides ce qui provoque la formation de domaines riches en cholestérol 
dans les membranes modèles (Lozano et al. 2013). D’une manière générale, les 
domaines radeaux ont pour effet de réduire la mobilité latérale des molécules et ont 
une composition chimique différente du reste de la membrane ainsi que des épaisseurs 
différentes. Ceci est commun avec d’autres types de domaines qu’on appelle les 
cavéoles, qui sont principalement définies comme des domaines invaginés de la 
membrane plasmique contenant la cavéoline. Les domaines radeaux pourraient avoir 
comme fonction de séparer des éléments spécifiques dans le but de réguler leur 
interaction avec d’autres éléments de la membrane et donc leur activité. Ils peuvent 
induire une augmentation de la concentration de certaines molécules et ainsi avoir une 
fonction catalytique. Par exemple des enzymes pourraient rencontrer plus facilement 
leur substrat et déclencher des réactions (transduction du signal par exemple) (Sezgin 
et al. 2017). En outre des interactions avec les lipides majoritaires des radeaux comme 
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le cholestérol ou les glycosphingolipides pourraient changer la conformation des 
protéines présentes dans ces domaines et donc leur activité (Laganowsky et al. 2014; 
Daniel Lingwood et al. 2011). La formation de phases liquide ordonnée (Lo) et liquide 
désordonnées (Ld) est en grande partie provoquée par l’action du cholestérol sur les 
phospholipides. En effet, le cholestérol conduit préférentiellement à la condensation de 
la phase Lo par rapport à la phase Ld. L’addition de sphingolipides entraîne un 
enrichissement en sphingomyéline dans la phase ordonnée qui contient jusqu’à 35% de 
cholestérol (en mol). Cela favorise la formation de domaines. À très forte concentration 
de cholestérol (au-delà de 50% en mol), seule la phase Lo existe. Plusieurs auteurs ont 
étudié le procédé de formation de radeaux dans des membranes consistant en un 
mélange de phospholipides, cholestérol et sphingolipides (Grainger et al. 1990; Y. H. Hao 
and Chen 2001; Holopainen et al. 2001; Korlach et al. 1999). Dietrich et al (Dietrich et al. 
2001) et Korlach et al. (Korlach et al. 1999) ont étudié des vésicules unilamellaires 
géantes par microscopie confocale. Ils incorporent du Laurdan (lipide fluorescent 
expliqué plus en détails au chapitre Matériels et Méthodes) dans une bicouche 
composée de DOPC/cholestérol/sphingomyéline et de 1% en mol de ganglioside.  
L’émission du Laurdan dépend de l’état d’hydratation du milieu environnant avec un 
décalage vers le bleu de 50 nm observé dans la phase Lo relativement à la phase Ld. Les 
GUV sont alors observés en microcopie d’absorption à deux photons. Des zones 
d’environ 10 µm sont visibles à la surface des vésicules ce qui indique une séparation de 
phase et la formation de radeaux (Figure 25) (W. H. Binder, Barragan, and Menger 2003). 
Ces zones disparaissent quand la température s’élève au-delà de la température de 
transition de phase. D’autres méthodes permettent d’étudier les radeaux. L’AFM peut 
être utilisée pour mesurer l’épaisseur des membranes contenant plusieurs phases. Des 
différences dans l’épaisseur de la membrane peuvent signifier un changement de phase 
et l’existence d’un domaine particulier ou d’un radeau (Milhiet et al. 2002). Le SAXD 
(Diffraction de rayons X aux petits angles) permet également de déterminer l’épaisseur 
des membranes (Majewski et al. 2001). Afin d’étudier la mobilité latérale des molécules 
dans les radeaux il est possible d’utiliser la technique SPT (single particule tracking). 
Dans cette technique une sonde à laquelle est greffée une particule d’or (40 nm) est 
incorporée à un mélange contenant des radeaux. La microscopie confocale est utilisée 
pour identifier les domaines (Bagatolli and Gratton 2000). La technique permet de 
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déterminer le coefficient de diffusion dans les différentes phases de la membrane : le 
coefficient de diffusion est deux fois plus petit dans la phase Lo par rapport à la phase 
Ld. Dans une autre étude, le TOF-SIMS (spectroscopie de masse à ionisation secondaire) 
est utilisé pour étudier la composition des radeaux dans des membranes de DPPC/DOPS 
(Ross et al. 2001). 
 
Figure 25. Formation de domaines dans des vésicules unilamellaires géantes (GUV) composées 
de DOPC/cholestérol/SM (1/1/1). (A) Formation des GUV 24,3°C contenant deux types de 
domaines. (B) Destruction des radeaux en élevant la température à 30,5°C (W. H. Binder, 
Barragan, and Menger 2003). 
 
La taille des radeaux est difficile à évaluer mais les études par AFM et SPT suggèrent 
qu’elle se situe entre 10 et 100 nm. Cependant, d’autres études menées par microscopie 
et TOF-SIMS donnent des valeurs allant jusqu’à plusieurs micromètres. En outre, le 
nombre de molécules associées aux radeaux varie entre 100 et plusieurs centaines de 
milliers. Mesurer précisément la taille des radeaux est complexe car ce sont des 
systèmes dynamiques dans lesquels les différents composants sont à même d’être en 
mouvement. La microscopie de fluorescence a montré en effet que les frontières entre 
les radeaux et les lipides environnants bougent dans une échelle de temps de l’ordre de 
quelques secondes. D’après L. Pike (Pike 2006), on peut définir les radeaux comme de 
petits domaines hétérogènes, très dynamiques,  de l’ordre de 10 à 200 nm enrichis en 
cholestérol, en sphingolipides et en phospholipides saturés. Les domaines radeaux 
peuvent parfois être stabilisés pour former des plateformes plus importantes grâce à 
des interactions protéines-protéines et protéines-lipides. En effet des protéines 
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transmembranaires sont présentes dans ces domaines et elles peuvent posséder des 
sites de liaison du cholestérol ou de sphingolipides (Sezgin et al. 2017). Cependant, les 
radeaux ne contiennent pas forcément de sphingolipides (Larocca et al. 2010, 2013). 
Le concept de radeaux est aussi conforté par le fait que les membranes lipidiques sont 
hétérogènes à l’échelle nanométrique, ce que montrent les résultats expérimentaux 
obtenus par microscopie à haute résolution (Owen et al. 2012; Wit et al. 2015). Dans 
des membranes composées de plusieurs lipides, les lipides peuvent se grouper par 
affinités ou se mélanger. Le premier diagramme de phase d’une membrane composée 
de plusieurs lipides a été obtenu pour un mélange de DPPC et de cholestérol en 1989 
(Vist and Davis 1989). Des regroupements à l’échelle nanométrique ont été observés 
dans ces membranes. Ces regroupements sont aussi observés dans des simulations pour 
des membranes planes sans tension (Meinhardt, Vink, and Schmid 2013; Toppozini et 
al. 2014). La Figure 26 montre des domaines Lo de différentes tailles, obtenus avec des 
simulations de Monte-Carlo dans le cas de bicouches lipidiques binaires (Schmid 2017a). 
Les domaines Lo se réarrangent en fonction du temps et en fonction de la température, 
en particulier du refroidissement (la vitesse de refroidissement a un rôle dans le 
réarrangement des domaines Lo). Ces réarrangements semblent dépendre de la 
cinétique de la formation de ces domaines ainsi que la façon dont ils grandissent  
(Rosetti, Mangiarotti, and Wilke 2017; Tessier et al. 2009).  
 
Figure 26. Vue de dessus et de côté de petits regroupements du cholestérol obtenus avec des 
simulations pour des membranes binaires. Les molécules de cholestérol sont en bleu et rose 
et les phospholipides en vert et jaune (adapté de (Schmid 2017)). 
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7.2 Radeaux et pathologies 
Les domaines radeaux peuvent agir comme modulateurs de l’interaction hôte-
pathogène et il a récemment été découvert que l’enveloppe du VIH notamment 
(Lorizate et al. 2013) contient beaucoup de lipides saturés, surtout des sphingolipides, 
et du cholestérol. Des domaines ordonnés ont aussi été trouvés dans des membranes 
de microorganismes pathogènes (Farnoud et al. 2015). Ce sont les glycolipides des 
radeaux qui lient les exotoxines bactériennes. Il semble que les radeaux soient 
également des sites d'entrée pour certaines bactéries intracellulaires et pour certains 
virus (Huttner, Wieland and Zimmerberg 2001; Scheiffele et al. 1999). Cela est lié au fait 
que les lipides des radeaux sont nécessaires pour la fusion ou parce que les récepteurs 
ancrés au glycosylphosphatidylinositol (GPI) pour les virus sont associés aux radeaux. 
Les lipides des radeaux sont probablement impliqués dans l'apparition de virus matures 
des cellules infectées, notamment le virus de la grippe et le VIH (Edidin 2001). 
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Chapitre 2 
Peptides pénétrants ou « Cell-Penetrating Peptides » (CPP) 
 
La découverte de plusieurs petits peptides capables de traverser les membranes 
plasmiques remonte au début des années 90. Ces peptides ont été baptisés peptides 
pénétrants ou CPP (cell-penetrating peptide) car ils peuvent pénétrer dans le cytoplasme 
en passant à travers les membranes plasmiques, pourtant considérées comme 
imperméables aux molécules hydrophiles. Tout a commencé avec la découverte en 1988 
de la protéine Tat du virus de l’immunodéficience humaine qui pouvait être internalisée 
par les cellules quand elle était ajoutée au milieu de culture (Frankel and Pabo 1988; 
Green and Loewenstein 1988). Les travaux de recherche focalisés sur la séquence 
peptidique responsable du phénomène d’internalisation ont conduit au peptide Tat qui 
correspond à une partie basique de la protéine (Vivès et al. 1997). En 1991, il a été 
trouvé que l’homéo-domaine de la protéine Antennapedia était capable d’être 
internalisé dans des cellules sans l’intermédiaire de récepteurs (A Joliot et al. 1991). Par 
la suite, il a été montré que c’est la troisième hélice de l’homéo-domaine (résidus 43 à 
58) qui est nécessaire et suffisante pour le passage à travers la membrane. Ceci conduisit 
au développement de la pénétratine (Derossi et al. 1994) dont il sera souvent question 
dans cette thèse. Les CPP ont un fort potentiel thérapeutique. Généralement, certaines 
molécules comme les polypeptides et les oligonucléotides ont un intérêt thérapeutique 
limité à cause de leur rapide dégradation et leur faible capacité à passer à travers les 
membranes pour se trouver dans leur site d’action, le cytosol. Ainsi, les CPP ouvrent de 
nouvelles perspectives car ils permettraient de transporter à l’intérieur de la cellule 
différents types de molécules « cargaisons », incapables de pénétrer seules, tels que des 
peptides conjugués, des protéines, des oligonucléotides ou des nanoparticules 
(Dissanayake et al. 2017).  
Ce chapitre présente certains des principaux CPP comme la pénétratine, régulièrement 
utilisée durant cette thèse, le peptide Tat ou encore divers peptides synthétiques. Le 
grand nombre de CPP ne nous permet pas de tous les présenter. Il sera également 
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question des différents modes d’internalisation de ces peptides dans une deuxième 
partie du chapitre.  
1. Définition et classification 
 
Il y a désormais plusieurs familles connues de CPP, la plupart dérivant de protéines 
naturelles dont est extraite la séquence minimale nécessaire à l’internalisation. Des 
peptides synthétiques non naturels capables de passer à travers la membrane ont 
également pu être découverts. Nous distinguerons 3 classes principales de CPP en 
fonction de leur origine. Il y a des peptides qui dérivent de protéines, des peptides 
chimériques qui sont formés par la fusion de deux séquences naturelles et des peptides 
synthétiques (Tableau 2). Il y a eu aussi des tentatives de classer les CPP en fonction de 
leur propriétés physico-chimiques (Milletti 2012; Ziegler 2008) ou de leur 
hydrophobicité (Madani et al. 2011).  
Il existe différents types de CPP, mais il est possible de dégager certaines 
caractéristiques. Ce sont des peptides courts, qui n’excèdent généralement pas 30 
résidus d’acides aminés et qui ont la capacité de traverser les membranes cellulaires. 
Leur internalisation dans la cellule semble se faire indépendamment de récepteurs. La 
plupart des CPP sont chargés positivement même si certains sont anioniques ou 
hydrophobes tels que HIV-gp41. La structure spatiale des CPP, en particulier leur 
structure secondaire, qui peut leur conférer un caractère amphipatique peut jouer en 
faveur d’une internalisation mais ceci n’est pas absolument nécessaire.  
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Peptide Origine Séquence Référence 
Peptides dérivés de protéines 
Pénétratine 
Antennapedia 
(Drosophile) 
RQIKIWFQNRRMKWKK (Derossi et al. 1994) 
Tat  Tat VIH-1  GRKKRRQRRRPPQC (Vivès et al. 1997) 
pVEC Cadhérine LLIILRRRIRKQAHAHSK 
(Elmquist and Langel 
2003) 
Peptides chimères 
Transportan 
Galanine/ 
Mastoparan 
GWTLNSAGYLLKINLKAL
AALAKKIL 
(Pooga, Hallbrink, et al. 
1998) 
Pep-1 
Transcriptase 
Reverse (VIH)/ 
Lien-antigène T 
(SV40) 
KETWWETWWTEWSQP
KKKRKV 
(May C Morris et al. 
2001) 
MPG 
gp41 (VIH)-lien-
antigène T (SV40) 
GALFLGFLGAAGSTMGA
WSQPKKKRKV 
(M. C. Morris et al. 1997) 
Peptides d’origine synthétique 
Polyarginine Tat (R)n avec 6 < n < 12 
(Futaki et al. 2001; 
Mitchell et al. 2000) 
RW9 RW16 RRWWRRWRR-NH2 (Delaroche et al. 2007) 
Model 
Amphipatic 
Peptide (MAP) 
Peptides 
antimicrobiens  
KLALKLALKALKAALKLA-
NH2 
(Oehlke et al. 1998) 
Tableau 2. Exemples des CPP les plus étudiés. 
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Plusieurs mécanismes d’entrée des CPP ont été proposés et seront décrits plus loin dans 
ce chapitre. Les CPP diffèrent d’autres peptides utilisés comme molécules 
thérapeutiques en particulier des peptides reconnus par des récepteurs à la surface des 
cellules. En effet, ils peuvent être capturés par la cellule sans être reconnus par un 
récepteur y compris lorsque l’endocytose a été bloquée. Cette différence se révèle être 
très importante dans le cas où il faut libérer une molécule cargaison (c’est-à-dire la 
molécule qui est transportée par le peptide). Il faut signaler que les CPP et leur cargaison 
ne se retrouvent pas dans les lysosomes mais accèdent à d’autres compartiments moins 
sensibles à la dégradation, comme le noyau par exemple. Les paragraphes qui suivent 
présentent divers CPP ayant des propriétés variées. 
 
2. Les peptides dérivés de protéines 
 
2.1 La pénétratine 
La pénétratine a été découverte suite à des expériences cherchant à analyser le rôle des 
homéo-domaines dans la morphogénèse des neurones. La pénétratine est une 
séquence de 16 acides aminés issue de la troisième hélice de l’homéodomaine 
d’Antennapedia. Cet homéodomaine est constitué de 60 résidus d’acides aminés 
répartis en trois hélices. La pénétratine correspond à la séquence composée des résidus 
43 à 58 de l’homéodomaine. Tout l’homéodomaine est capable d’être internalisé mais 
la séquence minimale nécessaire pour l’internalisation est celle correspondant à la 
pénétratine. Il a été montré qu‘elle peut adopter une structure en hélice α (Magzoub, 
Eriksson et al. 2002; Letoha, Gaal et al. 2003; Lindberg, Biverstahl et al. 2003; Christiaens, 
Grooten et al. 2004; Caesar, Esbjorner et al. 2006) à la différence d’autres peptides qui 
seront décrits plus loin comme les polyarginines ou Tat qui n’ont pas de structure 
particulière. La pénétratine adopte une structure en hélice α seulement dans un 
environnement hydrophobe (Derossi et al. 1994). Un récepteur chiral de membrane 
n’est pas nécessaire pour le passage à travers les membranes (Derossi, Calvet, and 
Trembleau 1996). En effet, Derossi et collaborateurs ont observé l’internalisation à la 
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fois de la séquence 43-58D et de la séquence 58-43. Il est très peu probable que ces 
deux peptides interagissent spécifiquement avec un récepteur qui reconnaitrait une 
séquence précise d’acides aminés. La séquence du peptide 43-58D est identique à celle 
du peptide 43-58 mais est uniquement composée de D-énantiomères. Quant au peptide 
58-43, il contient les mêmes résidus que la pénétratine mais la séquence des résidus est 
inversée. En outre ces deux peptides sont internalisés à 37°C et à 4°C ce qui sugère au 
moins un mécanisme non-endocytique. 
D’après certains auteurs, la structure secondaire en hélice α de la pénétratine serait 
importante pour l’internalisation. Fisher et al. (Fischer et al. 2000) ont analysé 
l’importance de la structure secondaire en modifiant la conformation du peptide. Ils ont 
pu obtenir des peptides cycliques en additionnant des cystéines aux extrémités N et C 
puis en faisant une oxydation à pH élevé. La forme linéaire de la pénétratine était 
internalisée alors que la forme cyclique ne l’était pas. En greffant deux phénylalanines à 
la place des tryptophanes en position 48 et 56, le peptide n’est plus internalisé (Derossi 
et al. 1994). Cela signifie qu’au moins un des deux tryptophanes à un rôle crucial pour 
favoriser l’internalisation. Ainsi, de manière analogue, une étude (Mainguy et al. 2000) 
sur l’homéodomaine de la protéine Engrailed (un facteur de transcription qui intervient 
dans le développement embryonnaire) a montré qu’il est capable de pénétrer dans les 
cellules sans le tryptophane en position 56 si celui en position 48 est présent, ce qui 
révèle l’importance de ce résidu.   
La pénétratine peut être internalisée entre 4°C et 37°C par un ou plusieurs mécanismes 
qui peuvent nécessiter ou non de l’énergie métabolique. Elle a accès au cytoplasme ainsi 
qu’au noyau (Derossi et al. 1994). L’internalisation de la pénétratine a été observée dans 
un grand nombre de types cellulaires et ne dépend pas de la concentration (entre 10 
pM et 100 µM). Ce peptide a des propriétés basiques grâce à la présence de trois résidus 
d’arginine (R) et de quatre de lysine (K) qui lui confèrent un point isoélectrique supérieur 
à 12. 
Il a aussi été montré que sans ses extrémités N et C elle n’était pas internalisé (Derossi, 
Calvet, and Trembleau 1996; Derossi et al. 1994). Cela suggère que les résidus des 
extrémités sont très importants pour l’internalisation. Fisher et al. ont étudié l’impact 
de diverses troncations dans la séquence 43-58 de la pénétratine. La troncation de 
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l’extrémité C-terminale et le retrait du dernier résidu de lysine ont un effet négatif sur 
l’internalisation. Cependant, les troncations à l’extrémité N-terminale se sont révélées 
moins perturbantes comparées à la troncation de la lysine en C-terminal puisque 60 % 
de la pénétratine tronquée à l’extrémité N-terminale a été internalisée en comparaison 
avec la pénétratine entière. Plusieurs études ont confirmé le rôle important des résidus 
basiques de la pénétratine : Lys 58, Lys 57, Lys 55, Arg 53, Arg 52 et Lys 46. Le rôle des 
résidus hydrophobes est moins clair (Drin et al. 2001; Fischer et al. 2000). La plupart des 
études suggèrent que les résidus basiques et un tryptophane (au minimum) sont 
impliqués et nécessaires pour permettre l’internalisation cellulaire de façon efficace.  
La pénétratine est un peptide capable d'induire différents changements dans les 
membranes selon la nature des lipides qui les composent. Un exemple a été étudié par 
Maniti et al. sur les phospholipides majoritaires du feuillet extracellulaire de la 
membrane plasmique des cellules eucaryotes (PC), du feuillet intracellulaire (PE) et des 
membranes microbiennes (PG et PE) (Ofelia Maniti et al. 2010). Le peptide, non-
structuré en solution, était capable d'adopter différentes structures (hélice α et feuillet 
β) selon l’interaction avec les différents phospholipides. Avec les membranes PC et PE, 
la pénétratine est capable de se lier par des interactions électrostatiques et non 
électrostatiques en deux étapes. Dans la première étape, le peptide sépare les lipides 
puis dans la deuxième étape, les phospholipides se redistribuent dans une bicouche où 
les phospholipides sont plus compacts probablement grâce au changement structurel 
du peptide (Figure 27B, C). Dans le cas des membranes PC, la membrane reste assez 
fluide et le peptide reste « non structuré » (Figure 27B). Pour les membranes PE, la 
pénétratine acquière une structure en hélice α permettant une plus grande compaction 
de la membrane.  En solution, le peptide relativement peu structuré peut interagir avec 
différents phospholipides et adopter différentes structures. Dans le cas de 
phospholipides chargés négativement (PG), la pénétratine se lie en une seule étape, 
principalement par des interactions électrostatiques. La liaison du peptide au 
phospholipide entraîne une baisse de la mobilité de ce dernier qui provoque ainsi une 
baisse de la compaction membranaire (Figure 27). Dans le même temps, le peptide se 
structure et on trouve des contributions d’hélice α et de feuillet β. 
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Figure 27. Modèle pour les interactions membrane-pénétratine. (A) L'association de la 
pénétratine avec les membranes de PG entraîne le changement conformationnel du peptide 
avec des contributions hélice α et feuillet β et une diminution de la fluidité de la membrane. 
(B) Pour les membranes PC, le peptide s'associe dans un processus en deux étapes mais 
demeure non structuré et ne change pas de façon notable la fluidité de la membrane. (C) Pour 
les membranes PE, la pénétratine interagit avec la membrane dans un processus en deux 
étapes avec un changement structurel (principalement hélice-α). Il en résulte une diminution 
de la fluidité de la membrane. Les flèches indiquent les mouvements de phospholipides 
induits par la pénétratine (Maniti 2010). 
 
L’interaction de la pénétratine avec la membrane plasmique a été analysée par Maniti 
et al. (Ofelia Maniti et al. 2012) sur des vésicules géantes de membrane plasmique 
(GPMV). La pénétratine est capable de passer à l’intérieur des GPMV et d’induire des 
invaginations de la membrane (endocytose physique) par un mécanisme qui ne dépend 
pas de l’énergie métabolique. 
La pénétratine utilise le processus d’endocytose des cellules mais peut aussi passer 
directement à travers la membrane. Des études biophysiques démontrent qu’elle 
affecte l'organisation supramoléculaire des lipides (généralement rendue plus 
importante par la présence de lipides anioniques) entraînant des changements dans la 
courbure de la membrane. Une telle courbure ou invagination de la membrane peut 
entraîner la formation de tubes ou de micelles inversées qui piégeront le peptide à 
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l'intérieur ou créeront un environnement propice pour traverser les bicouches lipidiques 
par translocation directe (I. D. Alves et al. 2010). 
Plusieurs études ont montré l’internalisation cellulaire efficace de molécules 
hydrophiles liées à la pénétratine (Allinquant et al. 1995; F. Perez et al. 1994; Théodore 
et al. 1995). Différentes applications ont donc été développées grâce à l’homéodomaine 
d’Antennapedia, sa troisième hélice et d’autres variantes (Derossi, Chassaing, and 
Prochiantz 1998; Prochiantz 2000). Ainsi, la pénétratine et ses dérivés ont permis 
l’internalisation de molécules, de protéines, d‘oligonucléotides ou encore 
d’oligopeptides à l’intérieur de cellules in vivo et in vitro. Une des premières applications 
a été de lier des oligonucléotides portant un groupe thiol à la cystéine présente entre la 
deuxième et la troisième hélice de l’homéodomaine d’Antennapedia (Troy and Greene 
1996). Cet homoédomaine a aussi été utilisé pour transporter des polypeptides 
recombinants de différentes tailles. Dans le cas de la pénétratine, on peut la synthétiser 
avec une cystéine à l’extrémité N-terminale ce qui facilite la formation d’un pont 
disulfure avec le thiol présent dans la cargaison. Avec cette méthode, la cargaison est 
relâchée dans le cytoplasme suite à la rupture du pont disulfure dans le milieu réducteur 
du cytoplasme (Figure 28).  
 
Figure 28. Mode de couplage de la pénétratine avec des cargaisons à l’aide un groupe thiol 
(Ü. Langel 2007).  
 
La pénétratine est capable de transporter des acides nucléiques peptidiques (ANP) qui 
sont naturellement très peu internalisés par les cellules. L’internalisation in vitro de ces 
acides nucléiques peptidiques (les bases sont similaires à celle de l’ADN) a été constatée 
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dans des cellules tumorales de prostate (Simmons et al. 1997) et dans des cellules de 
mélanome (Villa et al. 2000). Il est également possible de transporter des molécules de 
haut poids moléculaire dans des cellules (in vitro) comme Engrailed, HoxA-5, HoxB-4 et 
Pax-6 (Chatelin et al. 1996; A Joliot et al. 1998; Maizel et al. 1999). La pénétratine a aussi 
été utilisée pour transporter des principes actifs comme la doxorubicine, médicament 
anti-cancéreux. En effet, Mazel et al. (Mazel et al. 2001) ont lié de façon covalente la 
doxorubicine à l’extrémité N-terminale de la pénétratine. Ce système s’est montré 20 
fois plus efficace pour tuer les cellules K562 que la doxorubicine seule.  
 
2.2 Le peptide Tat 
La protéine régulatrice Tat codée par le VIH est essentielle pour la réplication du virus 
(Dayton et al. 1988). Elle est constituée de 86 acides aminés, favorise la maturation de 
l’ARN polymérase et la transcription en s’associant à d’autres protéines. Le groupe d’Eric 
Vivès et Bernard Lebleu ont synthétisé un peptide contenant les acides aminés 38 à 60. 
Ce peptide est assez court pour éviter la toxicité liée aux longs peptides dérivés de la 
protéine Tat (A. Perez et al. 2001; Sabatier et al. 1991). La zone qui s’étend des acides 
aminés 37 à 72 contient deux régions structurales importantes : 
• La portion N-terminale (résidus d’acides aminés 39 à 49) qui adopte une 
configuration en hélice α amphipatique ; 
• Une zone de résidus d’acides aminés basiques (49 à 59). 
Le peptide contenant les acides aminés 38 à 60 possède donc ces domaines et peut être 
internalisé dans différents types de cellules (Fawell et al. 1994). L’importance de la 
région basique a été montrée par la très faible internalisation d’un peptide contenant 
toute l’hélice α mais avec des délétions dans le domaine C-terminal contenant les 
résidus basiques (38 à 54). Les différentes études ont montré que la séquence riche en 
résidus basiques (Arg – Lys – Lys – Arg – Arg – Gln – Arg – Arg - Arg) était nécessaire et 
suffisante pour permettre l’internalisation. Différentes équipes (Frankel and Pabo 1988; 
Green and Loewenstein 1988) ont montré que la protéine Tat purifiée pouvait être 
internalisé dans les cellules. Plusieurs applications réussies d’internalisation cellulaire 
avec ce peptide ont été réalisées. Notamment la prévention de l’apoptose in vivo par 
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l’association Tat-FLIP (un  inhibiteur de la caspase 8) (Sugioka et al. 2003), ou l’induction 
de l’apoptose dans des cellules cancéreuses par des mutants de la survivine (protéine 
appartenant à la famille des inhibiteurs d’apoptose et qui inhibe l’activation de la 
caspase) liés au peptide Tat. L’effet anti-tumeur de Tat conjugué au peptide P15 
(inhibiteur de la caséine kinase 2 (CK2)) a aussi été démontré sur différentes lignées de 
cellules tumorales en induisant leur apoptose  (Bolhassani, Jafarzade, and Mardani 
2017; Kristensen, Birch, and Nielsen 2016; Perea et al. 2004). Fawell et al. (Fawell et al. 
1994) ont montré que des protéines recombinantes pontées à un peptide Tat contenant 
la séquence basique de la protéine Tat (résidus d’acides aminés 37 à 72) pouvaient être 
internalisées dans différents types cellulaires. De la même manière, une séquence plus 
courte (résidus d’acides aminés 37 à 62) a permis l’internalisation d’un fragment 
d’anticorps Fab (Anderson et al. 1993). 
3. Les peptides chimères 
 
3.1 Le transportan 
Le transportan fait partie des peptides chimères. Le précurseur du transportan, le 
galapran, est formé par un fragment du neuropeptide galanine (résidus 1 à 13) et par le 
mastoparan qui est un peptide contenu dans le venin des guêpes.  Le but était de créer 
un ligand pour les récepteurs de la galanine. Le mastoparan (H-Ile-Asn-Trp-Lys-Gly-Ile-
Ala-Ala-Met-Ala-Lys-Leu-Leu-NH2) a la capacité d’interagir avec les lipides des 
membranes plasmiques. Le mastoparan pénètre dans la membrane cellulaire où il 
engendre des pores transitoires, il inhibe le transport vésiculaire de l’appareil de Golgi 
et facilite la création de pores dans les mitochondries (Pooga, Hällbrink, et al. 1998). La 
fusion à l’extrémité C-terminale avec le galapran a permis donc d’améliorer l’affinité du 
peptide pour les membranes (U. Langel et al. 1996). C’est la substitution d’une proline 
par une lysine dans la séquence de la galanine qui a permis de passer du galapran au 
transportan (Tableau 2). Il peut rapidement se retrouver à l’intérieur des cellules 
(cellules de mélanome de Bowes) à basse et haute température, sans utiliser 
l’endocytose ou un transport actif (Pooga, Hällbrink, et al. 1998). 
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Le groupe de Margus Pooga et Ulo Langel ont montré, en incubant des cellules avec du 
transportan couplé à la biotine qu’une minute à 37°C était suffisante pour que le 
transportan soit inséré dans la membrane plasmique. Après 5-10 min, le transportan se 
retrouve dans l’enveloppe nucléaire, à l’intérieur du noyau et dans les structures 
membranaires intracellulaires. En baissant la température, l’internalisation est moins 
rapide mais elle n’est pas inhibée. Le mécanisme d’entrée du transportan reste 
cependant inconnu. Il a été montré que la partie C-terminale du transportan 
(mastoparan) pénètre rapidement dans les membranes cellulaires (Soomets et al. 1997). 
De plus, la partie mastoparan du transportan semble importante pour l’internalisation 
du peptide. En retirant deux résidus de la partie N-terminale du mastoparan, 
l’internalisation est similaire dans des cellules de Bowes. Cependant, en retirant un des 
résidus de lysine, il n’y a plus d’internalisation ce qui montre l’importance de la présence 
de charges positives pour la pénétration cellulaire (Soomets et al. 2000).  
Le transportan permet non seulement le transport de petites biomolécules hydrophiles 
telles que des peptides ou des oligonucléotides mais aussi d’autres protéines à 
l’intérieur des cellules (Schwarze, Hruska, and Dowdy 2000). Tsien et al. (Tsien 1998) ont 
utilisé un pont disulfure pour greffer sur le transportan la protéine GFP (Green 
Fluorescent Protein) (26,9 kDa). L’incubation des cellules COS-7 pendant 10 min avec le 
peptide et sa cargaison à une concentration 0,5 µM a été suffisante pour que la GFP 
s’insère dans la membrane et se retrouve dans le cytosol. En 1h, presque la totalité de 
la fluorescence de la GFP était localisée dans la membrane plasmique. Le transportan 
s’est aussi montré capable de transporter des molécules plus grosses comme l’avidine 
(70 kDa) et des anticorps (environ 150 kDa). Dans ces cas, l’agent pontant SMCC 
(succinimidyl 4-(N-maléimidométhyl)-cyclohexane-l-carboxylate) (Peeters et al. 1989) a 
été utilisé pour lier le peptide à la cargaison. 
Islam et al. (2017) ont montré que la tension mécanique peut induire une augmentation 
de la perméabilité des membranes aux substances telles que les CPP, sans formation de 
pores. Ils ont pu voir que le CF-TP10 (transportan 10, un analogue tronqué du 
transportan de séquence : AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2) pénètre dans le lumen de 
GUV (composées de DOPG et de DOPC au rapport molaire 2/8) avant la perméabilisation 
de la membrane par de l’Alexa Fluor hydrazide 647 (AF647) et donc avant la formation 
 74 
de pores.  La fraction de CF-TP10 qui entre avant la formation de pores et la vitesse de 
rupture de la membrane augmentent avec la tension. L’étirement de la membrane dû à 
une tension appliquée accroit les fluctuations thermiques et ainsi augmente la 
formation de pré-pores transitoires. Islam et ses collaborateurs ont suggéré que 
l’internalisation de CPP peut se faire à travers des pré-pores hydrophiles transitoires 
dans la bicouche. Dans les bicouches lipidiques, des fluctuations thermiques 
entraîneraient la formation de zones de faible densité qui peuvent être considérées 
comme des pré-pores (Levadny et al. 2013; Sharmin et al. 2016). Ceci serait le principal 
facteur responsable de l’augmentation du passage de CF-TP10 de la monocouche 
externe à la monocouche interne. Les auteurs ont proposé que le déséquilibre dans la 
concentration de CF-TP10 entre les deux monocouches provoquerait un étirement de la 
monocouche interne, ce qui favoriserait la formation de pré-pores, et ainsi CF-TP10 
passerait de la monocouche externe à la monocouche interne en diffusant à travers les 
parois des pré-pores hydrophiles de structure toroïdale (Islam et al. 2017). 
 
3.2 Pep-1 
Le peptide Pep-1 (Synthetic peptide carrier Pep-1) est l’un des CPP les plus étudiés. Il est 
proche d’un autre peptide appelé MPG qui comporte deux séquences particulières : une 
hydrophobe provenant de la protéine gp41 du VIH (GALFLGFLGAAGSTMGA, formant le 
côté N-terminal) et l’autre provenant de l’antigène T du virus SV40 (KKKRKV, hydrophile, 
du C-terminal). Pour obtenir Pep-1, une séquence riche en tryptophane 
(KETWWETWWTE) qui vient de la transcriptase inverse du VIH, prend la place du 
domaine hydrophobe de gp41. Les deux parties sont liées par une suite de quatre acides 
aminés : WSQP.  Pep-1 présente une grande efficacité d’internalisation cellulaire et une 
faible toxicité (May C Morris et al. 2001). Alors que beaucoup d’autres CPP forment des 
liaisons covalentes avec leur cargaison, Pep-1 peut former des complexes non-covalents 
avec différents peptides, protéines et nanoparticules (Gros et al. 2006).  
Des recherches utilisant des membranes modèles ont suggéré que Pep-1 pourrait 
pénétrer directement à travers la membrane cellulaire plutôt que par un mécanisme 
d'endocytose (Sebastien Deshayes et al. 2004). Ce peptide a une affinité importante 
pour les membranes neutres comme pour celles chargées négativement. 
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Pep-1 en contact avec les membranes peut adopter une conformation en hélice-α quand 
sa concentration est suffisante (à partir de 3mg/mL). Ceci a été montré par dichroïsme 
circulaire. La RMN a ensuite permis de définir que le segment 4-13 (région N-terminale 
hydrophobe) adopte une structure hélicoïdale-α (Sebastien Deshayes et al. 2004). Cette 
structure en hélice du Pep-1 est importante pour comprendre le processus de passage 
à travers la membrane de ce peptide. En se basant sur des résultats de fluorescence, 
Heitz et al. ont d'abord proposé que la translocation implique la formation d'une 
structure transitoire transmembranaire en forme de pores (Sebastien Deshayes et al. 
2004). Ils en ont déduit que les résidus de tryptophane de l'hélice α sont intégrés dans 
un environnement hydrophobe, ce qui serait compatible avec les interactions Pep-1-
membrane qui placent l’axe hélicoïdal perpendiculairement au plan de la membrane. 
Cependant, les études par RMN de Weller et al. avec une sonde radicalaire ont révélé 
une périodicité de trois acides aminés dans l’atténuation du signal, ce qui les a amenés 
à conclure que ce CPP est parallèle à la surface des micelles DPC/SDS 
(dodécylphosphatidylcholine deutérée et dodécylsulfate de sodium) (Weller et al. 
2005). Ding et al. ont démontré que sur des bicouches lipidiques en phase gel, les 
molécules Pep-1 sont adsorbées à la surface avec notamment des structures de type 
feuillet-β, et sur des bicouches lipidiques en phase fluide, avec une structure en hélice-
α (Ding and Chen 2012). Ainsi, comme la pénétratine, le peptide pep-1 change de 
conformation en fonction de l’environnement et des conditions. Ils montrent également 
que le comportement de pep-1 (avec des membranes de POPG) dépend de la 
concentration. A forte concentration (7 µM) l’orientation de la partie hélicoïdale de pep-
1 est aléatoire alors qu’a plus basse concentration (0,28 µM), ce domaine hélicoïdal est 
orienté plutôt perpendiculairement à la bicouche (Figure 29).  
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Figure 29. Illustration du comportement différent de pep-1 en fonction de la concentration. A 
des concentrations faibles le domaine hélicoïdal est orienté perpendiculairement au plan de 
la bicouche alors qu’à fortes concentrations, son orientation est aléatoire (Ding and Chen 
2012). 
 
4. Les peptides synthétiques 
 
4.1 Les polyarginines et dérivés 
Une étude menée par Wender et collaborateurs (Wender et al. 2000) sur la séquence 
49-57 du peptide Tat a montré l’importance de certains résidus pour l’internalisation. 
Premièrement, ils constatent l’importance des résidus basiques : substituer un résidu 
basique par une alanine entraîne une moins bonne internalisation. Deuxièmement, 
supprimer les résidus en position N-terminale ou C-terminale (RK ou RR, 
respectivement) a aussi un effet négatif sur l’internalisation. Mitchell et al. ont utilisé la 
microscopie confocale pour montrer l’internalisation d’oligomères de D et L-arginine 
dans des cellules de Jurkat. Les oligomères composés d’autres acides aminés basiques 
tels que la lysine ou encore l’histidine n’ont pas cette capacité. Ils ont également 
déterminé que l’internalisation n’est possible qu’avec au moins six résidus d’arginines. 
Cependant, une trop grande quantité d’arginine nuirait aussi à l’internalisation (Mitchell 
et al. 2000). 
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L’internalisation des peptides riches en arginine est similaire à celle obtenue avec le 
peptide Tat. Il existe différents peptides riches en arginines comme R4, R6 et R8 ou 
encore R9 et RW9. Ce dernier (dont la séquence est RRWWRRWRR) n’est donc pas 
constitué exclusivement de résidus d’arginines, mais également de résidus de 
tryptophane dont on a vu précédemment l’importance pour l’internalisation. 
Cependant l’internalisation de ces différents peptides n’est pas toujours identique. En 
effet, des observations en microscopie de fluorescence ont montré des différences dans 
l'efficacité d’internalisation dans des macrophages de souris RAW264.7 pour trois 
polyarginines différents. R4 semble avoir une faible capacité d’internalisation alors que 
R6 et R8 présentent une internalisation et une accumulation dans le noyau. Le degré 
d'internalisation diminue au fur et à mesure que le nombre de résidus augmente. Pour 
le peptide R16, l'internalisation n'est plus significative (Futaki et al. 2001).  
Comme nous l’avons dit précédemment, l’internalisation de R9 semble suivre le même 
mécanisme d’action que celui décrit pour le peptide Tat ce qui est logique puisque les 
polyarginines ont été synthétisés en simplifiant la séquence de Tat. Ainsi, il a été montré 
que le peptide R9 perturbe fortement la membrane des GUV (Lamazière 2007). Herce 
et ses collaborateurs (Herce et al. 2009) ont émis l’hypothèse que ce peptide, après 
s’être lié à la surface de la bicouche via les groupes phosphate des phospholipides, 
produirait de grandes distorsions locales menant à la formation d'un pore toroïdal 
transitoire. Une fois le pore formé, les peptides se déplaceraient en diffusant à la surface 
du pore (Herce et al. 2009). 
Witte et al. ont également montré des différences dans l’internalisation de RW9 et RL9. 
Si les deux peptides augmentent la flexibilité de la membrane, l'effet est plus important 
pour RW9 sur des membranes POPG. En raison de leur placement à l'interface 
lipide/eau, ils augmentent le volume disponible pour les chaînes acyle étroitement liées 
des phospholipides voisins. La réduction des paramètres d’ordre qui a alors lieu 
augmente la flexibilité de la membrane (Witte et al. 2013). Un autre paramètre 
important semble être la quantité de calcium intracellulaire. En effet, l'augmentation de 
la quantité de calcium intracellulaire permet d’augmenter la perméabilité de la 
membrane plasmique au peptide R9-TAMRA (Melikov et al. 2015). Walrant et al. (2011) 
ont montré que R9 et RW9 présentent la même capacité d’internalisation à 4°C et 37°C 
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(à 4°C la seule voie d’internalisation est le passage direct) alors que RL9 n’est pas 
internalisé. Les peptides riches en arginine étant positivement chargés, ils se lient aux 
membranes avec le groupe guanidinium qui a une forte affinité pour les têtes polaires 
des lipides. R9 et RW9 ont plus d’affinité pour les membranes chargées négativement 
que RL9 et augmentent davantage la fluidité de la bicouche. En quantifiant 
l’internalisation par spectrométrie de masse MALDI-TOF, Walrant et al. (Walrant et al. 
2013) ont montré que le peptide RW9 peut traverser différents types de membranes 
modèles (POPG et POPC/POPG) à la différence de RL9 qui ne rentre pas, mais qui reste 
piégé dans la membrane.  
Derossi et al. (Derossi, Chassaing, and Prochiantz 1998) ont pu synthétiser un peptide 
analogue de la pénétratine, formant une hélice α et contenant 16 résidus d’acides 
aminés, RW16. Ce peptide peut former une hélice α amphipatique avec les arginines 
chargées d’un côté et les tryptophanes de l’autre. Williams et al. (Williams et al. 1997) 
ont montré que RW16 est internalisé dans des myoblastes. 
 
4.2. Le peptide amphipatique modèle (MAP) 
Le terme MAP (Model amphipathic peptides) désigne un groupe de peptides dérivés du 
peptide modèle en hélice α amphipatique KLALKLALKLAAALKLA-NH2 (Krause et al. 1995; 
Steiner et al. 1991). Il a été montré que le caractère amphipathique de MAP favorise son 
passage à travers les membranes à l’aide d’un mécanisme non-endocytique (Oehlke et 
al. 1998), mais il n’est pas non plus absolument nécessaire à l’internalisation. En effet, 
les analogues non-amphiphiles des MAP sont également internalisés. Cependant, les 
propriétés amphipathiques favorisent la liaison des MAP. Le peptide MAP a montré son 
efficacité dans le transport d’oligonucléotides et de PNA dans les cellules (Oehlke et al. 
2004, 2005).  
Enfin, il existe un autre type de système développé par Okuyama (Okuyama et al. 2007) 
et Prochiantz (Alain Joliot and Prochiantz 2008) qui ont synthétisé des molécules mimant 
une hélice α amphipatique. Ces molécules sont appelées SMoC (Small-Molecule 
Carriers). Ces petites molécules, rentrent dans la cellule par un mécanisme d’endocytose 
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dépendant de la clathrine. En effet, les SMoC ne sont pas internalisées à basse 
température ni avec de la chlorpromazine qui dégrade la clathrine. 
5. Les peptides antimicrobiens 
 
Ces peptides, assez proches des CPP, sont constitués généralement d’une séquence de 
20 à 30 résidus d’acides aminés et le plus souvent chargés positivement. Au voisinage 
des membranes, ils se structurent majoritairement en hélice α amphipatique (Brogden 
2005). Leur affinité pour les membranes est bonne et ils peuvent les déstabiliser en 
provoquant la formation de pores. Ceci fait que certains peptides antimicrobiens 
peuvent traverser les membranes (Hara et al. 2001; L. Zhang, Rozek, and Hancock 2001). 
Pour qu’un peptide antimicrobien puisse agir comme CPP, il faut que les pores formés 
soient transitoires pour que la membrane puisse se reformer et pour que la cellule ne 
perde pas son contenu cellulaire, provoquant sa mort. Il existe plusieurs peptides 
antimicrobiens capables d’être internalisés comme les magainines ou encore les 
dermaseptines. Il a notamment été montré que la magainine 2, composée de 23 résidus 
et structurée en hélice α, entraîne une forte perméabilisation des membranes de 
cellules HeLa et de fibroblastes. Cependant, ce peptide, en entrant dans le cytoplasme, 
cause la mort des cellules quand sa concentration est supérieure à 10 µM (Takeshima et 
al. 2003).  
 
6. Modes d’internalisation 
 
La membrane cellulaire est une barrière sélective qui régule les flux de molécules entre 
l’intérieur et l’extérieur de la cellule. Cette barrière sépare les régions intracellulaires de 
l’environnent extracellulaire pour maintenir l’homéostasie cellulaire. Ainsi, les 
molécules hydrophiles extracellulaires, comme les peptides, les protéines et acides 
nucléiques, ont difficilement accès à l’intérieur de cellules. L’exception est le passage 
d‘ions et de petites molécules transportés par des canaux spécifiques et des 
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transporteurs lors de la stimulation avec des ligands. Les CPP se sont montrés capables 
de transporter des molécules bioactives dans la cellule, en particulier des acides 
nucléiques et des principes actifs (J. Lee, Kennedy, and Waugh 2015; Takeuchi and Futaki 
2016).  
Les premières études concernant la pénétratine, le peptide Tat ou encore R9 indiquent 
que ces peptides rentrent dans les cellules par une voie passive indépendante de la 
température, ne nécessitant pas de récepteurs (Derossi et al. 1994; Futaki et al. 2001; 
Vivès et al. 1997). L’inhibition de l’endocytose avec différents inhibiteurs classiques 
(chloroquine, cytochalasine D, nocodazole, colchicine et nystatine par exemple) 
n’empêche pas le passage à travers la membrane (Suzuki et al. 2002). Ainsi, il a été 
suggéré que les peptides entreraient par passage direct en perturbant physiquement la 
membrane. Plusieurs études ont rapporté que la visualisation de l’internalisation des 
CPP par les cellules peut être affectée par des artefacts causés par la fixation des cellules 
en microscopie confocale (Lundberg and Johansson 2002; Richard et al. 2003). Ainsi, en 
commençant à observer des cellules non fixées, l’hypothèse d’un mécanisme 
d’endocytose faisant intervenir des domaines radeaux a était suggéré (Wadia, Stan, and 
Dowdy 2004). Divers mécanismes de pénétration cellulaire ont été proposés pour les 
CPP, certains se produisant simultanément, pour faire entrer les différents types de 
systèmes peptide/cargaison (Khandia et al. 2017). Khandia et collaborateurs distinguent 
différents types de mécanismes indépendants de l’endocytose comme le modèles des 
tapis, des micelles inverses et des pores en tonneau ou toroïdaux. Dans le modèle des 
tapis, les résidus hydrophobes font face à la membrane plasmique et l’accumulation 
locale entraîne des perturbations dans la charge électrique de la membrane, puis des 
micelles se forment. Elles sont ensuite internalisées à travers un pore transitoire. Le 
modèle des micelles inverses est indépendant de l’énergie, et la structure micellaire, 
temporaire, atteint le cytosol. Le CPP est entouré par un environnement hydrophile. 
Dans le modèle du pore toroïdal, le peptide est associé aux têtes des lipides 
environnants. Le modèle des pores tonneaux est décrit pour les structures 
amphipatiques en hélice α. Ces pores font moins de 10 nm de diamètre.  
Généralement, les processus d’internalisation sont dictés par les propriétés physico-
chimiques des molécules et par la biologie de la cellule comme par exemple les 
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mécanismes d’endocytose. Mais il y a également des processus qui font intervenir des 
interactions directes avec la membrane plasmique comme ceux décrits pour les 
peptides antimicrobiens. Certains auteurs suggèrent des mécanismes qui agissent de la 
même manière que les virus et qui font intervenir différentes voies d’endocytose 
(Pelkmans and Helenius 2003). D’autres auteurs ont proposé des mécanismes qui 
impliquent également la courbure des lipides et la formation de pores transitoires dans 
la membrane (M. T. Lee et al. 2005). Quelques travaux suggèrent aussi des mécanismes 
qui font intervenir des récepteurs. Ezzat et al. ont montré que le peptide PepFect14 qui 
forme des complexes non-covalents avec des oligonucléotides entre dans les cellules 
HeLa grâce à des récepteurs SCARA (Ezzat et al. 2017).  
Plusieurs paramètres ont une influence sur l’internalisation comme le poids moléculaire 
de la cargaison, la nature des liaisons entre le CPP et la cargaison, le type cellulaire, la 
concentration locale en peptide, la composition lipidique locale, la température ou 
encore le temps d’incubation (Duchardt et al. 2007; El-andaloussi, Arver, and Johansson 
2007; Jiao et al. 2009; Kauffman et al. 2015; Tashima 2017). Les paragraphes suivants 
résument les principaux mécanismes proposés pour l’internalisation des peptides 
vecteurs.  
 
Figure 30. Un paysage putatif pour les processus d’internalisation de CPP en fonction de la 
façon dont ils interagissent avec les cellules. Les axes x et y représentent l’endocytose et la 
perturbation de la membrane respectivement. La toxicité (axe z) résulte de la 
perméabilisation de la membrane plasmatique, mais pas de la perméabilisation endosomale. 
Pour cette raison, les régions à faible altitude du paysage (bleu) sont utiles pour les CPP 
(d’après (Kauffman et al. 2015)). 
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Pour décrire le mécanisme par lequel un peptide traverse les membranes et livre une 
cargaison, il est primordial de déterminer si son internalisation est active, c'est-à-dire 
dépendante de l’énergie cellulaire, ou passive (indépendante de l’énergie cellulaire) et 
dans quelle mesure il perturbe les membranes (Figure 30) (Kauffman et al. 2015). 
Dans la figure 31 sont illustrées les différentes possibilités du devenir des CPP en 
fonction de leurs propriétés et des mécanismes cellulaires impliqués. 
 
Figure 31. (A) Passage spontanée à travers la membrane plasmatique, qui se produit sans 
auto-assemblage peptidique ou perturbation (perméabilisation) de la membrane. (B) Passage 
à travers la membrane plasmatique par perméabilisation transitoire. (C) Endocytose du 
complexe peptide-cargaison lié à la membrane. (D) La lyse de la membrane endosomale, ou 
une perturbation à grande échelle, libère le conjugué CPP-cargaison et toutes les molécules 
co-encapsulées. (E) Le passage à travers la membrane endosomale fait passer le CPP et la 
cargaison attachée, mais pas les molécules co-encapsulées. (F) Si le CPP n’arrive pas à sortir 
de l’endosome il suivra la voie de dégradation lysosomale ou la voie de recyclage des 
endosomes (d’après (Kauffman et al. 2015)). 
 
6.1 Endocytose 
Les CPP classiques, hautement cationiques, interagissent probablement avec toutes les 
molécules anioniques qu’ils rencontrent, les glycoconjugués de la surface cellulaire, les 
lipides anioniques et les protéines membranaires. Au-delà d'une concentration seuil 
probablement unique pour chaque complexe peptide-cargaison, leur liaison à la surface 
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des cellules pourrait déclencher leur regroupement suivi par leur endocytose (Jiao et al. 
2009; Palm-apergi, Lorents, and Pooga 2009). 
Des images de microscopie confocale de cellules incubées avec R9 et marquées avec un 
colorant montrent que R9 est efficacement endocyté (Säälik et al. 2011). Une fois 
concentrés et internalisés dans les endosomes, les CPP pourraient passer à travers les 
membranes endosomales ou bien atteindre une concentration locale assez élevée pour 
causer la rupture de la membrane endosomale, ce qui entraînerait une libération des 
peptides et de leur cargaison dans le cytosol. Le passage à travers la membrane 
endosomale, ou sa perturbation voire sa rupture, peuvent être déclenchés ou aidés par 
d’importants changements dans la composition en lipides et dans la stabilité de cette 
membrane qui surviennent pendant la maturation de l'endosome (S. Yang et al. 2010), 
ou par d'autres facteurs environnementaux spécifiques à l'endosome tels que le pH 
luminal acide et donc le gradient de pH transmembranaire. 
Il est également possible que le CPP et la cargaison restent piégés dans les endosomes 
et n’atteignent jamais le cytosol. D’autant plus que les CPP sont composés d’acides 
aminés L et peuvent donc être soumis à une dégradation protéolytique après 
internalisation. La dégradation des peptides peut commencer peu après l'absorption et 
peut être presque entièrement terminée en 1 à 2 heures. Si les conditions requises pour 
le passage à travers la membrane ou pour la perturbation de l’endosome ne sont pas 
atteintes pendant cette durée, le peptide et éventuellement la cargaison seront 
dégradés ou recyclés sans atteindre le cytosol (Y. Lee, Datta, and Pellois 2008; Palm et 
al. 2007). 
Au-delà de la concentration en peptide nécessaire pour l’internalisation active, certains 
CPP peuvent atteindre une concentration locale suffisamment élevée sur la membrane 
plasmique pour former des zones riches en peptides (Duchardt et al. 2007). Ces 
groupements des peptides peuvent perturber de façon transitoire la membrane et 
favoriser le passage du peptide et de la cargaison vers le cytosol (Herce et al. 2009b). 
Par exemple, le peptide R9, marqué avec le colorant TAMRA (tétraméthylrhodamine), 
peut entrer dans les cellules en passant directement à travers la membrane plasmique 
pour des concentrations supérieures à 10 mM, mais pas à 5 mM ou moins (Melikov et 
al. 2015). Curieusement, la perméabilité transitoire de la membrane plasmatique est 
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inhibée par l'appauvrissement en ATP cellulaire et par l'épuisement du calcium 
intracellulaire (Melikov et al. 2015), suggérant que la cellule, par un mécanisme inconnu, 
pourrait être un participant actif dans la perméabilisation transitoire de la membrane 
plasmique. 
Le seuil à atteindre pour les concentrations locales en CPP qui permettent l'absorption 
ou la translocation du CPP à travers la membrane plasmique est variable, car il dépend 
de la séquence peptidique, de la cargaison et du type cellulaire. 
L’endocytose est un phénomène naturel qui a lieu dans les cellules et qui peut être 
déclenché par des interactions avec les divers composants de la membrane plasmique. 
Quand les CPP se lient aux glycosaminoglycanes (GAG), ils entrent grâce au cycle de 
recyclage des GAG qui sont constamment internalisés (Belting et al. 2003). Ils peuvent 
aussi entrer en déclenchant l’endocytose en se liant aux GAG, en activant des signaux 
intracellulaires et un remodelage de l’actine (I. D. Alves et al. 2009; Poon and Gari 2007; 
Ziegler 2008). 
La macropinocytose est contrôlée par la polymérisation d’actine qui est induite par 
l’activation de récepteurs à tyrosine kinase. Les protrusions membranaires formées vont 
s’effondrer et fusionner avec la membrane plasmique pour créer de grosses vésicules 
appelées des macropinosomes. Ces vésicules font entre 1 et 5 µm de diamètre (Figure 
32). C’est donc une voie non sélective pour l’internalisation de macromolécules, de 
nutriments ou encore d’antigènes. La macropinocytose a été impliquée dans 
l’internalisation de polyarginines (Nakase et al. 2004a) et également dans celle de Tat 
(Wadia, Stan, and Dowdy 2004).  
Il y au moins deux mécanismes pour l’internalisation des polyarginines, l’endocytose et 
la translocation directe, qui dépendent fortement de la concentration et de la taille du 
peptide. Duchardt et al., ont démontré que pour le peptide R9, la macropinocytose dans 
les cellules HeLa a lieu à des concentrations inférieures à 10 µM. Au contraire, la 
translocation directe est favorisée à plus haute concentration (Duchardt et al. 2007). Le 
peptide R8, quant à lui, est capable d’atteindre le cytosol et le noyau des cellules à 4°C 
donc dans un cas ou les phénomènes cellulaires dépendante d’énergie, et en particulier 
l’endocytose, sont supprimés (Nakase et al. 2004).  
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Pour le peptide Tat, l’inhibition de la macropinocytose, par l’ethylisopropylamiloride, 
(EIPA) entraîne une diminution de l’internalisation ce qui conforte la macropinocytose 
comme une voie d’entrée importante (Kaplan, Wadia, and Dowdy 2005; Wadia, Stan, 
and Dowdy 2004). Mishra et collaborateurs (Mishra et al. 2011) ont proposé avec un 
système de GUV chargées en actine, que le peptide peut passer à travers la membrane 
et déclencher, grâce à sa capacité à interagir avec l’actine du cytosquelette, la 
macropinocytose. Ceci favoriserait l’entrée de cargaisons de grande taille. Cependant, 
d’autres études ont montré qu’après la liaison avec les protéoglycanes, les peptides 
entraînent l’activation d’une enzyme GTPase appelée Rac1, ce qui provoque un 
remodelage de l’actine et ainsi l’activation de la macropinocytose (Gerbal-chaloin, 
Gondeau, and Aldrian-herrada 2007; Nakase et al. 2007). En outre, Gump et al. ont 
confirmé que la macropinocytose est une voie d’entrée pour le peptide Tat (Gump, June, 
and Dowdy 2010). Ils démontrent la nécessité d’avoir des protéines actives de la 
membrane plasmique mais qu’il n’est pas nécessaire d’avoir des glycosaminoglycanes à 
la surface. 
 
Figure 32. La macropinocytose implique une importante déformation de la membrane 
cellulaire par l’actine qui polymérise à la surface. Le macropinosome formé peut faire jusqu’à 
quelques micromètres de diamètre (adapté de (Mayor, Pagano, and Gtpase 2007)). 
 
Il a été montré, par inhibition de la clathrine en incubant les cellules avec un milieu 
hyperosmolaire,  que l’endocytose dépendante de la clathrine (Figure 33) est impliquée 
dans l’internalisation de la pénétratine, du peptide Tat et des polyarginines (Saalik et al. 
2004). L’endocytose dépendante de la clathrine a lieu dans les cellules des mammifères 
et module la transduction des signaux et l’homéostase du sérum en important des 
nutriments et des facteurs de croissance. Les vésicules formées font entre 100 et 150 
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nm de diamètre. Cependant, alors que quelques études ont démontré l’implication de 
l’endocytose dépendante de la clathrine pour l’internalisation du peptide Tat (Cells et 
al. 2006; Richard et al. 2005), d’autres auteurs suggèrent que l’internalisation de Tat 
n’est pas affectée par la dynamine1 qui est une protéine inhibitrice de ce type 
d’endocytose (Kaplan, Wadia, and Dowdy 2005). De même, dans des cellules où la 
clathrine a été inactivée, l’internalisation de Tat n’a pas été affectée selon Ter-Avetisyan 
et al.  (Ter-avetisyan et al. 2009). 
L’internalisation par des cavéoles (Figure 33) a aussi été montrée pour différents CPP 
comme le peptide Tat qui a été trouvé colocalisé avec la protéine marqueur de cavéoles 
caveoline-1 (Ferrari et al. 2003). Cependant, des études donnent des résultats 
contradictoires. Par exemple, Richard et al. (Richard et al. 2005) ont traité des cellules 
Hela et CHO avec des inhibiteurs d’endocytose dépendant des cavéoles (nystatine et 
flipine III) et ils ont remarqué que l’internalisation de Tat n’était pas affectée. Enfin, des 
mécanismes d’endocytose dépendante de domaines radeaux sont impliqués dans 
l’internalisation de la pénétratine et du peptide Tat (S. W. Jones et al. 2005). 
Il apparaît ainsi, que le mécanisme d’entrée du peptide Tat n’est pas clairement établi 
et reste encore sujet à débat, ou que Tat utilise plusieurs mécanismes pour rentrer à 
l’intérieur des cellules. 
 
Figure 33. Endocytose dépendante de clathrine : la polymérisation de la clathrine provoque la 
déformation de la membrane cellulaire. Une cavité recouverte de clathrine est alors formée. 
Ensuite la dynamine (une enzyme) induit, en se polymérisant au niveau du « cou » de la cavité, 
la scission de la vésicule.  Endocytose par des cavéoles : cette voie d’endocytose dépend de la 
cavéoline et entraîne la formation de cavéosomes. Les cavéoles sont riches en cholestérol et 
sphingolipides. C’est encore la dynamine qui permet la scission des cavéoles (adapté de 
(Mayor, Pagano, and Gtpase 2007)).  
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Endocytose physique 
Plusieurs CPP ont la capacité de se lier à la surface de la membrane et d’en perturber la 
structure. L’augmentation de la concentration locale en peptides sur la surface 
membranaire peut conduire à une courbure négative de la membrane induisant des 
invaginations et la formation de vésicules et/ou de tubes. Ce phénomène a été observé 
dans des membranes modèle (GUV) et dans des vésicules issues de membrane 
plasmique des cellules épithéliales (PMS, plasma membrane spheres ou GPMV, giant 
plasma membrane vesicles) (Lamazière et al. 2007, 2008, 2009, 2010; Ofelia Maniti et 
al. 2012). Ce mécanisme qui forme des invaginations dans la membrane est indépendant 
de l’énergie métabolique et a été dénommé « endocytose physique ».  Il pourrait être 
lié à l’internalisation des peptides. Avec R9, sur des vésicules géantes (GUV), des tubes 
fins ont été observés (Lamazière et al. 2007) avec une courbure négative plus 
importante comparé à la pénétratine qui a montré la formation de tubes de diamètre 
intermédiaire ou encore par rapport à RW9 qui forme les tubes de plus gros diamètre. 
Il n’a cependant pas été possible de mesurer ces diamètres par microscopie.  
Il a été suggéré que la séparation des domaines dans la membrane était importante pour 
ce processus de formation de tubes de vésicules. Dans les membranes composées de PC 
(phase liquide désordonnée Ld) les peptides provoquaient facilement la formation de 
tubes tandis que des tubes n’ont jamais pu être mis en évidence avec les membranes 
SM/Chol (phase liquide Lo). Ceci est appuyé par le fait que la pénétratine, R9, RW9 et 
RW16 provoquent différents réarrangements lipidiques en raison de leurs différentes 
affinités avec les lipides (Ofelia Maniti, Piao, and Ayala-Sanmartin 2014) et leurs 
propriétés structurales.  
En outre, les CPP riches en arginine se lient de manière efficace aux charges négatives 
comme celles des protéoglycanes héparane-sulfate qui se trouvent à la surface de la 
cellule en formant des interactions bidentées et induisent une courbure (Tashima 2017). 
Ces CPP ont un meilleur potentiel pour former des réticulations par rapport aux CPP 
riches en lysine, et entraînent un signal de transduction qui déclenche l’endocytose 
(Tashima 2017). 
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6.2 Passage direct à travers la membrane plasmique 
Le passage direct implique une déstabilisation de la membrane sans énergie 
métabolique. Le passage direct était d’abord considéré comme le seul moyen pour les 
CPP d’entrer dans les cellules mais cette idée a par la suite été contestée. Il a été attribué 
à un artefact suite à la fixation des cellules. Cependant, ce phénomène a de nouveau été 
observé par fluorescence dans des cellules vivantes à 4°C (Jiao et al. 2009; Nakase et al. 
2004), et en l’absence d’endocytose grâce à l’utilisation d’inhibiteurs d’endocytose 
comme l’EIPA (5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride) (M. Fretz et al. 2006) et la méthyl-β-
cyclodextrine (M. M. Fretz et al. 2007). Les paragraphes suivants décrivent les principaux 
mécanismes de passage direct à travers la membrane plasmique. 
 
Formation de micelles inverses 
La formation de micelles inverses a été proposée pour expliquer le passage direct de la 
pénétratine (Derossi, Calvet, and Trembleau 1996). Dans ce mécanisme, les résidus 
basiques interagissent avec les phospholipides chargés de la membrane. Ensuite, la 
capacité des peptides à induire une forte courbure négative de la membrane et donc de 
s’entourer des phospholipides induirait une déstabilisation de la bicouche en formant 
une invagination de la membrane. La réorganisation concomitante des lipides voisins  
entraînerait la formation de la micelle inverse qui encapsulerait le peptide (I. Alves et al. 
2008; Lamazière et al. 2007, 2010). Finalement, la membrane relâcherait le peptide du 
côté intracellulaire dans une séquence d’évènements inverse à celle de la formation de 
la micelle inverse (Figure 34).  
Les résidus de tryptophane auraient un rôle important dans l’interaction de certains 
peptides avec la bicouche et dans la formation de micelles inverses. Pour la pénétratine, 
la substitution des résidus de tryptophane par de la phénylalanine inhiberait la 
formation de micelles inverses. Ceci a été suggéré par des expériences de RMN (Berlose 
et al. 1996). 
La taille des micelles inverses formées pourrait dépendre du caractère amphipathique 
des peptides. Un étude avec R6/W3 (RW9) et R9 (6 et 9 charges positives) de Swiecicki 
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(J.-M. Swiecicki 2014) a suggéré que  les chaînes latérales du tryptophane participent 
probablement à la lipophilie des structures en micelles inverses. 
 
Figure 34. Modèle de passage à travers la membrane par la formation de micelles inverses (J. 
Swiecicki et al. 2014). 
 
Diffusion adaptative à travers la membrane 
Dans l’hypothèse de la diffusion adaptative, les groupes guanidinium des arginines 
peuvent former des liaisons hydrogène avec les phosphates des phospholipides ce qui 
peut donner aux oligoarginines un caractère hydrophile variable. Ainsi, les interactions 
entre les peptides riches en guanidinium et les phosphates des têtes des lipides 
masqueraient la charge du peptide. Cela atténuerait donc sa polarité et rendrait possible 
sa diffusion adaptative dans la membrane (Figure 34) (Wender et al. 2008). Ce 
mécanisme est proche de celui des micelles inverses. 
Le potentiel membranaire pourrait être important pour l’internalisation des peptides 
car il favoriserait leur accumulation sur la membrane plasmique, ce qui déclencherait 
des zones de nucléation (Wallbrecher et al. 2017). Il y aurait deux modes de passage 
différents pour que le peptide puisse être internalisé : soit la membrane est dans un état 
résistant ne permettant pas une perméabilisation directe laissant place à une 
endocytose métabolique ou physique, soit elle est dans un état permissif grâce auquel 
le passage direct se produirait. De plus, en modifiant la composition lipidique de la 
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membrane, notamment la conversion de la sphingomyéline en céramide, l'état résistant 
pourrait être converti en un état permissif (Wallbrecher et al. 2017). 
 
Figure 35. Mécanisme de diffusion adaptative. Durant toute sa traversée, le peptide est 
accompagné par les lipides qui le neutralisent. Ainsi, il y a un appauvrissement en lipides dans 
le feuillet externe et un enrichissement donc dans le feuillet interne (adapté de (Wender et al. 
2008)). 
 
Il a été montré que le remplacement des résidus d’arginine par des résidus de lysine 
diminue la capacité d’internalisation des CPP : les résidus d’arginine, grâce à leur groupe 
guanidinium, sont plus efficaces pour l’internalisation (Mitchell et al. 2000; Wender et 
al. 2000). Ces mêmes auteurs ont également déterminé qu’un nombre de 7 à 15 résidus 
d’arginine est optimal pour l’internalisation. Ils forment des liaisons bidentées avec les 
charges négatives des phosphates alors que les résidus de lysines forment des liaisons 
monodentées. Ainsi, l’interaction électrostatique entre les CPP et les charges négatives 
sont certainement essentielles pour l’internalisation. En se liant à des charges négatives 
comme celles des phosphates des phospholipides dans le feuillet externe de la bicouche 
lipidique, les CPP riches en arginine seraient capables d’induire une courbure négative 
de la membrane cellulaire à travers les interactions bidentées. Cela provoquerait une 
distorsion de la membrane qui permettrait le passage direct du CPP (Herce et al. 2009).  
Les CPP riches en lysine ne semblent pas induire de courbure de la membrane mais la 
pénétratine, R9 et RW9 en induisent une (Lamazière et al. 2008, 2010).  
Le peptide R12, conjugué avec un fluorophore hydrophobe Alexa488 (R12-Alexa488) a 
été internalisé dans des cellules HeLa, in vitro, au niveau de sites spécifiques par passage 
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direct, indépendamment de l’énergie mais dépendant du potentiel membranaire. La 
détection a été faite par microscopie confocale et corroborée par microscopie 
électronique. De manière similaire à ce qui a été observé pour la perméabilisation de la 
membrane avec le peptide Tat (Christianson and Belting 2014), le transport de R12-
Alexa488 dans les cellules n’a pas été inhibé par les inhibiteurs d’endocytose tels que le 
5-(N-éthyl- N-isopropyl)amiloride (EIPA) (Christianson and Belting 2014).  
 
Formation de pores 
Les modèles de formation de pores furent à l’origine utilisés pour expliquer l’action des 
peptides anti-microbiens. 
Des simulations dynamiques moléculaires et des expériences d’électrophysiologie 
(Herce et al. 2009) ont proposé la formation de pores temporaires toroïdaux qui 
rendraient possible la diffusion passive de Tat et de peptides riches en arginine à travers 
la membrane.  Dans le modèle de pore toroïdal des interactions ont lieu entre le peptide 
et les têtes polaires des phospholipides à la surface de la membrane, induisant alors une 
importante courbure de la bicouche de telle sorte que le pore est tapissé par les têtes 
polaires associées aux peptides. Dans ce modèle, les peptides ne sont pas assez longs 
pour traverser l’épaisseur de la bicouche (Figure 36B) (Lamazière et al. 2007). 
L’interaction entre les chaînes latérales d’arginine chargées positivement et les groupes 
phosphate entraînerait l’accumulation des peptides dans le feuillet externe. Cette 
accumulation provoquerait un amincissement de la bicouche pour certains peptides. 
Aussi, l’attraction entre les chaînes latérales des arginines et des lysines et les têtes des 
lipides provoquerait la formation d’un pore temporaire à travers lequel les peptides 
pourraient diffuser entraînant avec eux les phospholipides attachés. Il apparaît que la 
longueur de la chaîne latérale des résidus d’arginine contribuerait à une meilleure 
insertion et à un meilleur passage comparé aux chaînes des lysines plus courtes (Wender 
et al. 2000). Des études conduites avec d’autres CPP ont aussi suggéré la formation de 
pores comme mécanisme de passage direct (Barany-Wallje et al. 2007; Deshayes et al. 
2006; Yandek et al. 2007). 
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Il existe deux autres types de pores, les pores en tonneau et avec formation de tapis. 
Dans le cas des pores en tonneau (Figure 36), les peptides forment une structure 
transmembranaire qui a la forme d’un cylindre sans intervention des lipides. Le nombre 
de peptides impliqués dans cette structure peut être de 3 à 11 (L. Yang et al. 2001). Dans 
ce modèle, le peptide est assez long pour traverser la longueur de la bicouche. Ces pores 
en tonneau ont été mis en évidence avec l’alamethicine. Spaar et al. (Salditt, Spaar, and 
Mu 2004) ont montré que l’intérieur du pore est formé par la partie hydrophile du 
peptide alors que la partie hydrophobe est face aux chaînes aliphatiques des lipides. De 
leur côté, les pores tapis nécessitent une accumulation de peptides à la surface de la 
membrane. Pouny et al. (Pouny et al. 1992) ont proposé ce modèle de pore pour le 
peptide antimicrobien dermaseptine. Les peptides, au départ, sont accumulés et 
orientés perpendiculairement aux chaînes acyle des lipides (Brogden 2005). Ensuite, 
l’interaction latérale entre les peptides et avec les phospholipides conduit à la formation 
de pores (Figure 36).  
Pour les peptides RW9 et R9, à des concentrations en CPP élevées, des pores transitoires 
sont formés, ce qui avait déjà été noté alors qu’à concentrations plus faibles, il y a 
formation de micelles inverses (Kobayashi et al. 2004). La concentration critique pour la 
formation de ces pores est liée à la séquence peptidique et/ou à son caractère 
amphipathique et à la propension du CPP à former des agrégats à la surface des 
phospholipides (J.-M. Swiecicki 2014). Le peptide amphipathique RL16 se lie aux 
membranes à travers différents types d’interaction. Les résidus basiques présentent des 
interactions électrostatiques avec les groupes phosphate (chargés négativement) des 
phospholipides, et il y a aussi des interactions entre résidus hydrophobes et chaînes 
grasses de la bicouche. Ces interactions sont capables d’induire un réarrangement des 
lipides entre les deux feuillets et les peptides provoquent un changement dans la 
courbure de la membrane. Ainsi RL16 est à l’origine d’une importante augmentation de 
l’épaisseur de la bicouche (Lamazière et al. 2007). Lamazière et al. (2007) indiquent que 
cette augmentation peut être importante pour la perméabilisation de la membrane 
observée pour RL16. Deux modèles pour l’internalisation ont été proposés : le premier 
est le modèle des pores tonneaux et le second celui du pore toroïdal (Figure 36B) 
(Lamazière et al. 2007). 
Chapitre 2 : Peptides pénétrants ou « Cell Penetrating Peptides » 
 93 
 
Figure 36. (A) Différents mécanismes de formation de pores (adapté de (Brogden 2005)). (B) 
Mécanisme de rentré de petits peptides amphipatiques par un pore toroïdal (adapté de 
(Lamazière et al. 2007)). 
 
Il a aussi été montré que l’entrée du peptide CF-TP10 dans des membranes de PG/PC 
(2/8) (GUV) a lieu avant la formation de pores, ce qui exclut donc le modèle de passage 
par formation de pores pour ce peptide. Dans ce cas, il s’agirait plutôt d’un passage par 
formation de micelles inverses. Que ce soit par micelles inverses ou par un pore toroïdal, 
les lipides chargés négativement ont été transférés du feuillet externe vers la couche 
interne pendant le passage de CPP tels que le peptide Tat ou l’oligoarginine (J. Swiecicki 
et al. 2014). Un autre modèle a été proposé pour expliquer ce passage de lipides, le 
modèle des pré-pores. Durant une translocation à travers des pré-pores, les CPP se 
lieraient aux lipides chargés négativement dans le feuillet externe et pourraient diffuser 
vers le feuillet interne à travers un pré-pore toroïdal (Abu S Karal et al. 2015), induisant 
alors le transfert de lipides chargés négativement (Islam et al. 2017).  
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Perméabilisation par électroporation 
L’électroporation correspond à la formation de pores dans les membranes suite à 
l’action d’un champ électrique imposé. En fonction de la durée du champ électrique et 
du type cellulaire, une différence de potentiel électrique de plus de 200 mV à travers 
une membrane plasmique peut la perméabiliser (créer des « pores ») (Cahill 2009). Un 
mécanisme de type électroporation a été proposé par Binder et Lindblom pour expliquer 
le passage direct de la pénétratine à travers des membranes chargées négativement. 
Au-delà d’une certaine concentration en peptide, la distribution asymétrique des 
charges dans la membrane entre le feuillet externe et le feuillet interne causerait une 
tension électrique transmembranaire. La membrane serait alors perméabilisée de la 
même manière qu’avec une électroporation ce qui créerait des brèches temporaires qui 
permettraient aux peptides de passer à travers les deux feuillets (H. Binder and Lindblom 
2003).  
Ma et collaborateurs ont trouvé que l'électroporation peut augmenter la 
biodisponibilité du CPP-PNA (acide nucléique peptidique) à l’intérieur des macrophages 
et inhiber la Salmonelle intra-cellulaire.  Cependant, une électroporation plus intense 
(avec une intensité de champ plus élevée, 1200 V. cm-1 , et une durée plus longue) 
conduit à une activité plus efficace, mais aussi à un taux de mortalité plus élevé chez les 
macrophages (Ma et al. 2014). En appliquant des champs d’intensités différentes à des 
macrophages infectés par la salmonelle et avec une concentration en CPP-PNA de 
30µM, les auteurs ont constaté que sous électroporation (une impulsion de 800 V.cm-1 
d’une durée de 5 ms) le nombre moyen de Salmonelle par macrophage avait 
énormément chuté en passant de 1,7 (sans CPP-PNA) à 0,2 (à 30 µM de CPP-PNA), tandis 
que la concentration en CPP-PNA internalisée augmentait. 
 
Entrée de peptides par des microdomaines de membrane 
Il est important ici de rappeler que la membrane est composée de différents domaines 
de composition lipidique différente et aux propriétés physico-chimiques particulières.  
Les régions séparant ces domaines peuvent avoir des discontinuités structurales qui 
seraient plus favorables pour l’entrée des peptides ou qui pourraient agir comme des 
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sites de nucléation pour la formation de pores. Ces zones peuvent préexister dans la 
membrane ou bien pourraient être formées par l’interaction préférentielle du peptide 
avec des lipides particuliers, ce qui entraînerait une réorganisation de la membrane 
plasmique (Joanne et al. 2009). Autre possibilité de formation de domaines particuliers 
dans la membrane plasmique repose sur l’action de l’enzyme sphingomyélinase acide 
(ASMase) qui hydrolyse les sphingomyélines dans le feuillet extracellulaire. Ceci crée des 
domaines riches en céramide. Les CPP pourraient donc entrer à l’interface entre ces 
domaines et le reste de la membrane (Verdurmen et al. 2010).  
Swiecicki et al. (J. M. Swiecicki et al. 2015) ont étudié l'internalisation des CPP dans des 
LUV constituées de phospholipides saturés de longueurs de chaîne différentes (C16:0 
pour DPPG et C18:0 pour DSPG) et de divers mélanges de lipides ternaires contenant du 
cholestérol avec soit DOPC/DOPG soit sphingomyéline/DOPG (18:1 pour O), ce qui peut 
être considéré comme un modèle des domaines de membranes. Ces différentes 
compositions membranaires de phospholipides ont été utilisées pour tester différents 
environnements et leur effet lors du passage des CPP à travers les membranes. Un 
peptide cationique de contrôle (PKCi), qui n'entre pas dans des cellules eucaryotes, a 
été ajouté pour s'assurer que la composition de la membrane sondée reste sélective vis-
à-vis des CPP. Cette étude suggère que la phase liquide (présence de domaines 
désordonnés) au milieu de la phase gel (ordonnée) est nécessaire pour que 
l’internalisation puisse avoir lieu. La présence d’un lipide anionique comme le DOPG 
semble également importante pour l’adsorption des CPP à la surface des LUV. Di Pisa et 
Swiecicki  (Pisa and Swiecicki 2015) soutiennent que même si l’affinité pour les 
membranes est augmentée par la présence de phospholipides anioniques, l’interaction 
entre les CPP amphipatiques et les membranes est surtout gouvernée par des 
interactions hydrophobes (Pisa and Swiecicki 2015; Schmid 2017; J. M. Swiecicki et al. 
2015).  
L’internalisation directe de peptides riches en arginine s’accompagne d’altérations 
locales sur la membrane. Pour le peptide R9, marqué avec une molécule fluorescente, 
la 5(6)-carboxyfluorescéine, la microscopie confocale a montré, lors de la première 
phase de l’internalisation, un fort signal fluorescent dans de petites zones de la 
membrane qui s’étendent et deviennent de plus en plus grandes en allant vers le cytosol 
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et le noyau (Duchardt et al. 2007). Les auteurs en déduisent que la translocation directe 
ne se produit pas uniformément dans la membrane mais dans certaines régions 
spécifiques de la membrane, appelées zones de nucléation. Ces régions spécifiques ont 
également été observées avec le peptide R12. Dans ce dernier cas, le peptide est d’abord 
localisé sur la membrane puis diffuse vers le cytosol (Hirose et al. 2012).  Des images de 
microscopie à contraste interférentiel ont mis en évidence des régions transitoires 
d’environ 1 μm et la microscopie électronique a montré que ces zones contiennent un 
empilement des membranes probablement enroulées. 
Le ganglioside GM1 et la sphingomyéline (SM) sont abondants dans les domaines 
radeaux. La toxine cholérique B (CTxB) et la lysénine sont des marqueurs du GM1 et de 
la SM respectivement. Leur accumulation a été détectée dans ces régions spécifiques en 
forme de particules (« particule-like » structures) c'est-à-dire dans la zone où s’effectue 
l’afflux de peptide vers l’intérieur de la cellule. Cela suggère que ces domaines radeaux 
peuvent être impliqués dans le passage direct du peptide R12 à travers la membrane 
(Takeuchi and Futaki 2016). Ces mêmes auteurs ont, par ailleurs, observé que la co-
incubation de R8 avec du butyrate de pyrène augmente la fluidité locale de la membrane 
et induit une courbure négative, ce qui favorise la translocation directe de ce peptide 
(Takeuchi and Futaki 2016).  
Le schéma suivant résume les principaux mécanismes suggérés pour l’internalisation de 
différents types de CPP. 
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Figure 37. Vue d’ensemble des principaux mécanismes proposés pour l’internalisation de 
certains des principaux CPP et AMP. On distingue deux familles de mécanismes pour la 
pénétration cellulaire : le passage direct et l’internalisation basée sur des phénomènes 
d’endocytose (adaptée de (Rádis-Baptista et al. 2017)). 
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Chapitre 3 
Réarrangements membranaires induits par la pénétratine 
 
1. Introduction  
 
L’étude de l’interaction des CPP avec la membrane présente un intérêt pour des 
applications pharmaceutiques, en particulier pour la vectorisation. Pour mieux élucider 
la capacité des CPP à traverser les membranes et ensuite promouvoir une réponse 
biologique appropriée, la compréhension du réarrangement des lipides dans la 
membrane induite par les CPP est primordiale. Cette partie du travail se concentre sur 
la pénétratine, peptide capable d’induire des invaginations dans la membrane 
conduisant à la formation de structures tubulaires (Lamazière et al. 2007, 2008, 2009). 
Le peptide induit donc une courbure négative de la membrane qui pourrait être cruciale 
pour une internalisation en tube (endocytose physique) et pour la formation de micelles 
inverses (Derossi et al. 1994; Lamazière et al. 2007). Il a aussi été montré que la 
pénétratine est capable d’acquérir une structure en hélice-, en feuillet- et une 
conformation en bobine dans différentes conditions (Bellet-Amalric et al. 2000; Caesar 
et al. 2006; Christiaens et al. 2002; Eiríksdóttir et al. 2010; Lamazière et al. 2010; 
Magzoub, Go, and Gra 2002; Ofelia Maniti, Alves, Trugnan, and Ayala-Sanmartin 2010; 
Su et al. 2008). Il semble cependant d’après Derossi et al. (1996) que la structure en 
hélice α n’est pas nécessaire pour une internalisation, mais certains auteurs (Sébastien 
Deshayes et al. 2008; Lundin et al. 2008; Milletti 2012) suggèrent que la structuration 
des peptides peut jouer un rôle dans la translocation.  
Le premier objectif de mon travail de thèse a été de mieux comprendre les changements 
induits dans la membrane par la pénétratine : 
• Induit-elle des réarrangements dans la membrane ?  
• Quels sont ses effets sur la compaction des lipides ?  
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• A-t-elle une influence sur les transitions de phase dans les membranes 
modèles ?  
Puisqu’il a été montré par diffraction des rayons X aux grands (WAXD) et aux petits 
angles (SAXD) que la pénétratine induit des réarrangements dans des membranes 
composées de lipides naturels, nous nous demandions donc si elle provoquait des 
changements dans la fluidité membranaire. Des membranes modèles avec des lipides 
synthétiques pourraient nous apporter cette information. De plus, si des changements 
ont lieu concernant la fluidité de la membrane, cela implique que la pénétratine peut 
avoir une influence sur les températures de transition de phase. Nous cherchons aussi 
à savoir pour quelle phase (liquide, gel-ondulée et gel) la pénétratine a le plus d’affinité, 
ce qui nous amènera à nous intéresser précisément à la phase gel-ondulée.  
On souhaitait donc étudier les réarrangements lipidiques induits par la pénétratine car 
elle change leur organisation comme cela a été montré par diffraction des rayons X 
(Almeida et al. 2016). La question qui se pose alors est celle savoir quelle est l’influence 
de la pénétratine sur la compaction des lipides. Il faut alors aussi s’interroger sur l’effet 
de la pénétratine sur les différentes transitions de phases, ce qui pourra nous permettre 
de savoir si la pénétratine a plus d’affinité pour une phase en particulier. Même si les 
membranes modèles que nous avons utilisées et leur état n’existent pas dans les 
cellules, nos expériences pourraient tout de même nous permettre de comprendre 
l’effet de la pénétratine sur les différents domaines d’une membrane biologique. 
Ainsi, après les résultats obtenus par diffraction des rayons X sur les réarrangements des 
lipides, nous avons caractérisé :  
• la compaction des lipides par fluorescence du Laurdan, et 
• les transitions de phase des lipides par calorimétrie différentielle à balayage.  
Il a déjà été montré que la pénétratine est capable d'induire la séparation des phases 
dans les membranes fluides et ordonnées. Les effets de la pénétratine sur la séparation 
des phases des membranes lipidiques et leur stabilité thermique ont été étudiés par 
diffraction des rayons X aux petits angles (SAXD) dans des membranes composées de 
PC. Le choix s’est porté sur cette membrane car cela permet de : 
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• mimer les domaines ordonnés et désordonnés du feuillet externe, PC et SM/Chol 
(1/1) ;  
• d’étudier l'effet de la charge négative et PC/PG (9/1), SM/Chol/PG (4/5/1) et 
PC/SM/Chol (1/1/1) ; 
• d’étudier des membranes hétérogènes contenant des domaines ordonnés et 
désordonnés (Almeida et al. 2016) (annexe E). (N.B. la nomenclature utilisée sera 
avec le même pourcentage de lipides). 
L’évolution de la distance entre deux membranes, en incluant la couche d’eau, et de la 
distance entre les têtes polaires (mesurées respectivement par SAXD par WAXD) en 
fonction de la température a déjà été étudiée. La Figure 38 illustre ces distances 
appelées période d. La variation des deux premiers ordres de diffraction (SAXD) dans le 
diffractogramme de membranes de PC, ainsi que la variation des périodes d, sont 
représentées en fonction de la température sur la Figure 1 de l’article 1 en Annexe E 
(Almeida et al. 2016). 
 
Figure 38. Distances (périodes d) mesurées par WAXD et SAXD. 
 
L'effet de la pénétratine sur l'organisation latérale des phospholipides et sur leur 
stabilité thermique avait également été montré par diffraction des rayons X aux grands 
angles (WAXD). En l'absence de pénétratine, pour les cinq différents MLV étudiés (figure 
2 en Annexe E) les pics dans les diffractogrammes sont symétriques et présentent un 
décalage vers de plus grandes valeurs de la période d avec l'augmentation de la 
température. À l'exception de la membrane SM/Chol en phase liquide ordonnée pure, 
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la présence de pénétratine a induit, dans tous les cas, la séparation du pic symétrique 
en un signal composé de deux ou trois différentes contributions. Ceci reflète la 
réorganisation des têtes polaires après l’interaction avec la pénétratine comme suggéré 
précédemment (W. Zhang and Smith 2005). Par exemple, pour les membranes de PC, 
lorsque la température croît, la distance entre les têtes polaires augmente. Après 
addition de la pénétratine, nous observons qu’au lieu d’avoir un pic de type gaussien, le 
diffractogramme montre un pic avec trois contributions (ou épaulements) situés aux 
positions : 4,72 Å ; 4,42 Å et 4,15 Å. L’une d’entre elles, celle située à 4,72 Å, montre une 
stabilité thermique plus importante car sa position ne change pas avec l’augmentation 
de la température. Les autres contributions changent de position dans le 
diffractogramme avec la température. Ces observations sont en accord avec la 
séparation de phases observée par SAXD car cela suggère une phase liquide 
désordonnée avec des distances entre les lipides de 4,15 Å et une phase plus ordonnée 
avec une distance de 4,72 Å stable avec la température. Ces distances pourraient être 
compatibles avec l'organisation des lipides dans une géométrie quasi hexagonale ou 
triangulaire ou hexagonale déformée (Heimburg 2000; Rappolt et al. 2000; Almeida et 
al. 2016) (Figure 39). 
 
Figure 39. Diffractogramme aux grands angles des membranes PC à différentes températures 
(ligne continue : 5°C, ligne en pointillé : 15°C, ligne en tiret : 25°C, pointillé-tiret : 35°C et ligne 
double point-tiret : 45°C). 
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En résumé, les résultats de diffraction de rayons X aux petits angles montrent que : 
1. À l'exception des membranes de SM/Chol (Lo), la pénétratine induit une séparation 
de phase dans la membrane. Ceci pourrait avoir une corrélation avec les résultats 
précédents montrant que la pénétratine ne peut pas induire la formation de tubes 
dans des membranes ordonnées (Lamazière et al. 2008) ; 
2. Après l’ajout de la pénétratine, les phases lamellaires résultantes ne sont pas toutes 
impactées de la même façon par la température. En particulier, la phase lamellaire 
avec la période d la plus élevée (8,70 nm) a montré une plus grande résistance au 
changement de période lorsque la température évolue. 
Ces effets induits par la pénétratine ont été confirmés par des analyses par diffraction 
aux grands angles montrant un pic dû à trois contributions différentes. Comme ces 
expériences reflètent l’arrangement des têtes polaires des phospholipides, cela reflète 
le fait que la pénétratine induit une réorganisation des lipides dans la membrane. En 
résumé, les résultats des expériences SAXD et WAXD sont corrélés car, après addition 
de pénétratine, il y a apparition d’un pic thermiquement stable à la fois dans la distance 
entre les têtes polaires (WAXD) et dans l’épaisseur de la bicouche lipidique (SAXD). 
Pour étudier plus en détail l’organisation des lipides, leur compacité a été mesurée par 
fluorescence du Laurdan. En effet, cette sonde présente des longueurs d’onde 
d’émission caractéristiques pour les lipides moins compacts (Ld) et plus organisés (gel et 
Lo) (Figure 40). La polarité de l’environnement du Laurdan augmente avec 
l’augmentation de la distance entre les têtes polaires, entraînant un décalage du spectre 
de fluorescence vers le rouge. 
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Figure 40. Spectres de fluorescence du Laurdan dans deux membranes de compacité 
différente.  
 
Des lipides synthétiques ont été utilisés (DMPC et DMPC/DMPG (9/1)) pour obtenir des 
données sur l'interaction de la pénétratine avec des phases spécifiques de membranes 
caractéristiques et qui sont stables à des températures différentes (phase gel Lβ’, phase 
gel ondulé Pβ’ et phase fluide Lα) (Figure 41).  
 
Figure 41. Différentes phases pour les membranes modèles avec des lipides synthétiques.  
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Nos résultats montrent que la pénétratine induit un changement assez faible sur les 
membranes de DMPC. En fait, le peptide diminue la compaction seulement pour des 
ratios élevés peptide/lipide (1/10). Les changements ont été très faibles pour les phases 
gel et gel ondulé mais plus importants pour la phase liquide. En présence de 10% DMPG, 
qui augmente l'affinité de la pénétratine pour la membrane, l'effet de la pénétratine sur 
la compacité/empaquetage des lipides était plus clair : la pénétratine induit une forte 
baisse de la compaction des lipides dans la phase liquide. Les effets ont été modérés sur 
la phase gel et plus faibles pour la phase gel-ondulée. Ces résultats suggèrent que 
l’interaction de la pénétratine avec la phase Pβ’ a lieu naturellement. C’est-à-dire que la 
pénétratine s’adapte facilement à cette organisation entraînant seulement un faible 
changement de la compacité des lipides, alors qu’elle induit des changements plus 
importants de la compacité sur d’autres phases lors de son interaction avec elles.  
 
2. Augmentation de la compacité des lipides des membranes induite 
par la pénétratine : étude par fluorescence du Laurdan 
 
Dans l’objectif d’étudier l’effet de la pénétratine sur la compacité des membranes 
lipidiques, nous avons utilisé la sonde d’environnement Laurdan. 
Précédemment, il avait été montré que la pénétratine était capable d'induire la rigidité 
des phospholipides sur les membranes PG et PE, mais pas sur les membranes PC (Ofelia 
Maniti, Alves, Trugnan, and Ayala-Sanmartin 2010). Afin de mieux comprendre l'effet 
observé de la pénétratine sur l'organisation des lipides, nous avons étudié l'interaction 
de la pénétratine sur des membranes avec des lipides synthétiques bien caractérisées 
comme la DMPC qui sont capables de s’organiser de manière stable en trois différentes 
phases :  
• à 9°C (phase gel),  
• à 19°C (phase gel ondulée), 
• à 30°C (phase liquide) 
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en présence ou en absence d'un phospholipide chargé négativement (DMPC et 
DMPC/DMPG (9/1)). 
La Figure 42 représente un exemple de spectre de fluorescence du Laurdan d’une 
membrane DMPC/DMPG LUV à 30°C (phase liquide) avec et sans pénétratine. 
 
 
Figure 42. Effets de la pénétratine sur la compacité des membranes. Spectres de fluorescence 
du Laurdan dans des LUV DMPC/DMPG (9/1) à 30°C en l'absence (bleu) et en présence de 
pénétratine au rapport P/L 1/10 (rouge).  
 
Sur les membranes DMPC, la pénétratine a montré un effet modéré sur la compacité 
des lipides qui dépend des phases lipidiques. Comme exposé sur la Figure 43A, pour un 
faible rapport P/L (Peptide/Lipide) (1/50), la pénétratine a montré une petite diminution 
de la compacité des lipides uniquement pour la phase liquide (30°C). Pour de fortes 
valeurs du rapport P/L (1/10), l'effet sur la compacité des lipides est visible dans les trois 
phases : gel (9°C), gel ondulé (19°C) et liquide (30°C). 
En présence du lipide chargé négativement DMPG qui augmente l'affinité des 
membranes pour la pénétratine, l’effet du peptide sur la compacité des lipides est plus 
marqué. Sur la Figure 43B, la diminution de la compacité a été observée pour les deux 
ratios P/L, mais il est apparu que les changements induits par le peptide sont plus forts 
en phase liquide et moins importants en phase gel ondulée. Afin d'étudier davantage 
l'effet de la pénétratine sur l'organisation des lipides, nous avons étudié la 
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thermodynamique des transitions de phase des lipides (gel-gel ondulée et gel ondulée-
liquide) par calorimétrie différentielle (DSC). 
 
Figure 43. Changements du paramètre GP (GP) du spectre de fluorescence du Laurdan induits 
par la pénétratine. (A) GP des membranes DMPC. (B) GP des membranes DMPC/PG (9/1). 
Les membranes après l’addition de la pénétratine à deux différents rapports molaires P/L et à 
trois températures correspondant aux phases gel (9°C), gel-ondulée (19°C) et liquide (30°C). 
Les expériences ont été effectuées de 17 à 19 fois. Les barres représentent les valeurs 
moyennes avec SE : *: p < 0,05. ** : p < 0,01. ***: p < 0,001. Étoiles à la base des barres sont 
liées à la différence entre GP avant et après addition de la pénétratine. Étoiles avec des lignes 
sont liées à la comparaison entre les différentes conditions. 
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3. La pénétratine favorise la transition vers la phase gel ondulée : 
étude par calorimétrie 
 
Les résultats obtenus par la fluorescence de Laurdan et par diffraction des rayons X 
montrent que la pénétratine est capable d’induire une réorganisation des membranes 
lipidiques. Afin de mieux comprendre l’effet de la pénétratine sur la stabilité thermique 
des différentes phases lipidiques, nous avons effectué des expériences de calorimétrie 
avec des membranes (MLV) DMPC et DMPC/DMPG (9/1) en l'absence et en présence de 
pénétratine aux rapports molaires P/L 1/10 et 1/50. Les thermogrammes typiques ont 
montré deux pics correspondants aux transitions entre les phases gel-gel ondulée et gel 
ondulé-liquide (Figure 44). Les valeurs de température et d'enthalpie de transition sont 
indiquées dans le Tableau 3. Pour des membranes DMPC, un pic pour la température de 
pré-transition (Tpre), transition de la phase gel Lβ’ vers la phase gel ondulée Pβ’, a été 
observé à partir de 12,5°C. Pour la température de transition (Tm) (phase Pβ’ vers la 
phase liquide Lα) nous avons observé la transition à 23,6°C, en accord avec les valeurs 
publiées (I. Alves et al. 2008; Janiak, Small, and Shipley 1976; Walrant et al. 2013). Après 
l'addition de pénétratine, nous n’avons pas observé de variation importante pour les 
températures de transition à faible rapport peptide/lipide (1/50). Cependant, à un 
rapport peptide/lipide plus élevée (1/10), nous avons observé diminution de la 
température de pré-transition (Tpre) avec une valeur de 11,7°C. Les températures de 
transition (Tm) en présence du peptide sont restées stables par rapport à la DMPC seule.  
Pour étudier l'effet d'une charge négative dans les membranes, des MLV ont été 
préparées avec DMPC/DMPG (9/1). L'effet de la pénétratine dans ces membranes a été 
similaire, bien que plus prononcée par rapport aux membranes DMPC. Le peptide induit 
un décalage plus important du pic de pré-transition ce qui se traduit par une diminution 
de la température de pré-transition de deux degrés (10,5°C) (Figure 45A et Tableau 3). 
De plus, nous avons observé une très faible, mais constante et significative, 
augmentation de la température de transition (quelques dixièmes de degré) (Figure 
45B). Ces effets ont été observés à basse et à haute concentration de pénétratine, mais 
étaient plus importants avec une forte concentration de pénétratine (ratio molaire 
peptide/lipide de 1/10) avec un abaissement de température de 1,9°C pour la transition 
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de phase Lβ’- Pβ’. En ce qui concerne l'enthalpie, nous avons observé une diminution 
significative pour les MLV avec une grande concentration de pénétratine pendant la pré-
transition. Cette diminution de l'enthalpie est probablement due à l'hétérogénéité 
induite par le peptide dans l'échantillon (introduction de différentes structures 
lamellaires dans le système). 
Afin d'étudier davantage l'effet du peptide dans les membranes, nous avons préparé 
des membranes de DPPC/DPPG car la présence de DMPG avait induit des effets plus 
importants avec les chaines carbonées palmitoyl (16C) et myristoyl (14C). Les résultats 
présentés dans le Tableau 3 montrent un comportement similaire pour DPPC/DPPG par 
rapport aux MLV de DMPC/DMPG. A un rapport P/L 1/10, la pénétratine réduit la 
température de pré-transition de 2,1°C. Nous avons observé de la même façon une 
baisse de l'enthalpie pour la transition de phase Lβ’ - Pβ’. 
 
 
Figure 44. Effets de la pénétratine sur les températures de transition des membranes 
DMPC/DMPG. Le profil DSC du MLV avant (noir) et après l’addition de pénétratine (rouge) au 
rapport molaire P/L 1/10. Les signaux endothermiques pointent vers le haut. 
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Figure 45. Effets de la pénétratine sur les températures de transition des membranes 
DMPC/DMPG. (A) Détail des températures de pré-transition (gel Lβ’ à gel-ondulée Pβ’) des 
MLV en l'absence et en présence de pénétratine pour le rapport P/L 1/10. (B) Détail des 
températures de transition (gel-ondulée Pβ’ à liquide Lα) des MLV en absence et en présence 
de pénétratine pour le rapport P/L 1/50. MLV avant (noir) et après addition pénétratine 
(rouge). Les signaux endothermiques pointent vers le haut. 
 
Comme le montre le Tableau 3, le peptide réduit de manière significative la température 
de pré-transition et augmente légèrement la température de transition. De même que 
pour les expériences avec le Laurdan, les effets du peptide ont été plus forts avec les 
membranes de DMPC/DMPG qu’avec les membranes de DMPC. Les résultats sont 
similaires pour les membranes de DPPC/DPPG. Ainsi, la pénétratine semble favoriser la 
transition vers la phase gel ondulée de manière à la stabiliser. Un comportement 
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similaire a été remarqué pour le peptide S4 (13)-PV avec des membranes de DPPC 
(Cardoso et al. 2012).  
 
Type de MLV 
Rapport 
peptide/lipide 
(P/L) 
Tpre (°C) 
Hpre 
(kJ/mol) 
Tm (° C) 
Hm 
(kJ/mol) 
DMPC 0 12,5  0,37 2,7  0,19 23,6  0,24 21,0  1,6 
1/50 12,4  0,38 2,6  0,23 23,6  0,24 22,0  1,0 
1/10 11,7  0,33* 2,2  0,18* 23,5  0,15 19,4  1,4 
DMPC/DMPG 
(9/1)  
0 12,4  0,19 1,9  0,25 23,6  0,15 18,0  1,0 
1/50 11,5  0,34* 1,2  1,6* 23,7  0,16** 18,0  1,4 
1/10 10,5  0,34*** 1,0  1,8** 23,7  0,16* 19,5  1,6 
DPPC/DPPG 
(9/1) 
0 31,8  0,30 1,9  0,12 40,6  0,17 22,7  1,4 
1/50 32,0  0,10  1,5  0,20 *** 41,0  0,10* 21,7  1,7* 
1/10 29,7  0,30*** 1,1  0,06 *** 40,5  0,10 20,4  0,9* 
 
Tableau 3. Paramètres thermodynamiques mesurés par DSC pour l'interaction de la 
pénétratine avec les différents MLV. Les valeurs sont les moyennes ± écart-type. Des 
expériences ont été réalisées de 7 à 11 fois pour les membranes DMPC et DMPC/DMPG et de 
3 à 5 expériences pour DPPC/DPPG. La signification statistique a été réalisée par comparaison 
des membranes seules ou en présence de pénétratine (* p < 0,05. ** p < 0,01. *** p < 0,001). 
 
4. Conclusion 
 
Nos résultats montrent que la pénétratine est capable de séparer les phases lamellaires 
dans les membranes et que ces nouvelles phases acquièrent de nouvelles propriétés 
thermiques. La pénétratine induit une certaine stabilité thermique de la phase gel-
ondulée et diminue la compacité des lipides saturés. Les expériences concernant la 
compacité des lipides (Laurdan) ont montré que le peptide perturbe moins la phase gel 
ondulée ce qui est en accord avec les résultats de l’expérience de DSC qui montrent que 
la pénétratine semble favoriser l’apparition et stabiliser cette phase. Deux modèles ont 
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été proposés pour l’organisation des lipides de la phase gel ondulée. Dans le premier,  il 
a été proposé que les lipides sont inclinés par rapport à la normale à la membrane avec 
des ondulations périodiques (Tardieu, Luzzati, and Reman 1973). Cependant, Tenchov 
(Tenchov, Yao, and Hatta 1989) a montré l’existence de deux différents types de phase 
gel ondulée Pβ’, l’une étant métastable. Plus récemment, deux groupes ont publiés des 
résultats expérimentaux et des simulations suggérant que la phase Pβ’ pourrait être 
constituée de deux différentes structures, l’une étant une phase gel inclinée, coexistant 
avec une phase plus fluide responsable des ondulations (Heimburg 2000; Rappolt et al. 
2000).  
Nos données sont en accord avec cette hypothèse puisque la pénétratine stabilise la 
phase ondulée et en même temps induit la décompaction ainsi qu’une séparation de 
phases (Figure 46). La capacité de la pénétratine à modifier l’organisation des lipides 
peut être un facteur important pour sa capacité à traverser les membranes plasmiques.  
Les effets de la pénétratine ne signifient pas que la phase ondulée est indispensable 
pour la translocation (cette phase n’existant pas in vivo dans les membranes cellulaires). 
Une hypothèse, basée sur nos résultats, suggère que les changements induits par la 
pénétratine dans l’organisation des lipides entraînant une séparation des structures 
lamellaires (augmentation de l’hétérogénéité de la membrane) sont importants pour la 
translocation du peptide. En effet, la pénétratine pourrait tirer parti de la présence de 
mésappariements, ou de discontinuités sur la membrane entre les phases préexistantes 
et celles induites par le peptide (les domaines de la membrane) de différentes 
épaisseurs et de différentes propriétés physiques.  
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Figure 46. Schéma global qui illustre l’effet de la pénétratine sur les membranes lipidiques. 
Interaction de la pénétratine avec la phase ondulée avec fluidité locale dans la membrane. 
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Chapitre 4 
Utilisation de la sonde cholestérol-pyrène pour déterminer la 
distribution du cholestérol dans la membrane 
 
1. Le cholestérol-pyrène comme sonde fluorescente  
 
Nous avons vu précédemment que la pénétratine, sur membranes modèles, induit un 
changement d’organisation locale ou globale des bicouches lipidiques. Le problème avec 
les techniques utilisées in vitro avec des espèces lipidiques pures est qu’elles sont 
soumises à des contraintes qui limitent la compréhension des processus que nous 
pouvons trouver dans les membranes in vivo. Il est ainsi important d’étudier des 
membranes complexes pour mieux cerner les modifications induites par les peptides sur 
les différentes membranes. Dans le chapitre précédent nous avions utilisé un 
fluorochrome senseur d’environnement, le Laurdan. Ce dernier donne accès à un aperçu 
global de la membrane puisqu’il est réparti dans les domaines Lo et Ld. En revanche, la 
sonde cholestérol-pyrène permet de suivre uniquement l’environnement autour du 
cholestérol dans la membrane. En effet, le cholestérol-pyrène au sein de la membrane, 
a un comportement similaire au cholestérol. Toutes les sondes pour suivre le cholestérol 
qui sont présentées en Annexe C semblent moins adéquates que le cholestérol-pyrène 
car elles sont structurellement plus éloignées du cholestérol (Sezgin et al. 2016). Le 
cholestérol-pyrène est donc ce qu’il y a de plus adapté pour mimer le cholestérol et 
l’étudier dans les membranes.  
Afin de comprendre le mouvement du cholestérol dans son environnement naturel, à 
l’aide des membranes composées des lipides naturels hétérogènes mimant les 
membranes cellulaires, nous avons étudié les spectres de fluorescence du cholestérol-
pyrène dans des LUV en phase liquide ordonnée et en phase liquide désordonnée. Tout 
d’abord, il a fallu définir les longueurs d'onde « caractéristiques » qui permettent de 
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différencier les domaines de la membrane, ainsi que de déterminer le point constant de 
référence spectrale. Ce point a la même intensité de fluorescence, indépendamment de 
la proportion des excimères et monomères, quelle que soit la membrane utilisée. 
Nous avons donc effectué des expériences avec des membranes composées de lipides 
provenant de sources naturelles : 
• PC (phase liquide désordonnée Ld)  
• SM/Chol (1/1) (phase liquide ordonnée Lo).  
Le choix des lipides naturels a été fait afin de mieux comprendre le comportement du 
cholestérol dans les conditions biologiques normales, c’est à dire, avec membranes 
composées de lipides avec des chaînes acyles hétérogènes (saturées et insaturées). 
Nous avons utilisé le cholestérol-pyrène (Py-met-Chol) à deux concentrations (1,8 et 3,6 
mol%) qui sont dans la gamme recommandée dans la littérature (Figure 47) (Le Guyader, 
Le Roux, Mazères, et al. 2007).  
 
Figure 47. Étude comparative de DSC sur des suspensions de MLV de DPPC contenant 0 ; 2,1 ; 
5 ; 10 ; 15 et 20 mol% de cholestérol ou de Py-met-chol. (A) Thermogrammes. (B) évolution de 
l’enthalpie de la transition gel-fluide du DPPC en fonction de la concentration de stérols 
(Laurent Le Guyader, Le Roux, Maze, et al. 2007).  
Des expériences de calorimétrie avec des MLV de DPPC contenant différentes fractions 
molaires de cholestérol ou de Py-met-chol ont montré que le cholestérol et le Py-met-
chol ont un comportement membranaire très proche pour des concentrations faibles 
(en-dessous de 5 mol%) ( Le Guyader, Le Roux, Mazères, et al. 2007). 
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Les membranes en phase Ld sont très sensibles aux variations de température comme 
cela a déjà été mentionné au chapitre 1. Les membranes en phase Lo, qui est moins 
fluide, montrent de faibles changements de l’épaisseur de la membrane induits par la 
température (D A Brown and London 1998; Chachaty et al. 2005; Tessier et al. 2009). 
Par conséquent, pour mieux comprendre le comportement du cholestérol-pyrène, les 
expériences ont été réalisées à différentes températures en utilisant des protocoles de 
chauffage et de refroidissement (les détails sont donnés dans le chapitre Matériaux et 
méthodes). 
La sonde cholestérol-pyrène a été étudiée préalablement dans des membranes modèles 
et des membranes biologiques (Le Guyader, Le Roux, Mazères, et al. 2007). Ces auteurs 
ont proposé d’étudier la polarité de l'environnement de la sonde en mesurant le pic de 
fluorescence du pyrène à 376 nm, et la densité du cholestérol en mesurant la formation 
d’excimères identifié par un pic à 475 nm. De plus, ils ont suggéré que le pic à 388 nm 
pouvait être utilisé en tant que marqueur constant : son intensité ne dépendrait que de 
la concentration de la sonde. Cependant, pour étudier la fluorescence du pyrène dans 
différents environnements, d’autres auteurs ont utilisé des longueurs d'onde 
différentes. Certains auteurs suggèrent par exemple 376 et 378 nm comme des 
marqueurs de la polarité et les diverses longueurs d’onde dans l’intervalle 460 - 500 nm 
pour la contribution des excimères. Les longueurs d’onde de 393 à 398 nm et 421 nm 
ont été utilisées pour la quantification du "monomère" (Yechezkel Barenholz et al. 1996; 
Chong, Tang, and Sugar 1994; Laurent Le Guyader, Le Roux, Mazères, et al. 2007; Kim 
and Torkelson 2002; Wilson-Ashworth et al. 2006; F. M. Winnik et al. 1992). La partie du 
spectre dans la gamme de 360 à 420 nm se compose d’aux moins cinq pics principaux 
présentant un comportement complexe dans les solvants de différente polarité et 
constante diélectrique, ce qui rend difficile le classement des pics en fonction de la 
« polarité ». Cette partie du spectre est spécifique de la molécule du pyrène dans son 
état monomère. La Figure 48 et le Tableau 5 présentent les longueurs d’onde 
caractéristiques trouvées par différents auteurs.  
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Figure 48. Spectre du cholestérol-pyrène avec les longueurs d'onde d'intérêt citées par Le 
Guyader (Le Guyader et al. 2007). 
 
Tableau 4. Tableau avec différentes longueurs d’onde caractéristiques suggérées par la 
littérature pour l’étude de la fluorescence du pyrène. 
 
Kalyanasundaram et collaborateurs (Kalyanasundaram and Thomas 1977) ont défini 
cinq pics très sensibles qui correspondent à certaines des 16 bandes vibroniques 
trouvées dans la région du spectre comprise entre 370 et 397 nm (Tableau 5).  
Références 
I1 (nm) 
Polarité 
I3 (nm) 
Constant 
IE (nm) 
Excimère 
I4 (nm) 
Monomère 
Le Guyader (Laurent Le Guyader, Le 
Roux, Maze, et al. 2007) 
376 388 475 374-377 
Wilson (Wilson-Ashworth et al. 2006)   479-488 396 
Kim (Kim and Torkelson 2002)   480 396 
Barenholz (Yechezkel Barenholz et al. 
1996b) 
  480 393 
Chong (Chong, Tang, and Sugar 1994) 378  478  
Winnik (F. M. Winnik et al. 1992b) 376  470-480 397 
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Tableau 5. Bandes vibroniques, pics et paramètres associés à la fluorescence du Pyrène 
(Kalyanasundaram and Thomas 1977). 
 
Comparaison du comportement spectral du cholestérol-pyrène 
après chauffage et refroidissement des membranes 
 
Pour faire une étude comparative entre les différentes expériences réalisées, nous 
avons normalisé tous les spectres par leur intégrale. La Figure 49 montre les spectres 
moyennés des LUV PC et SM/Chol (1/1) à trois températures après chauffage et 
refroidissement. Pour une température spécifique, la forme du spectre change 
légèrement en fonction des cycles de chauffage ou de refroidissement. Par exemple, la 
quantité d'excimères (474 nm) à 10°C est plus élevée avant de chauffer et est plus faible 
après refroidissement. Au contraire, à 55°C, le signal de l'excimère est plus faible après 
chauffage et est plus élevé avant le refroidissement. Cependant, à 35°C, la différence 
spectrale entre les protocoles de chauffage et de refroidissement est faible. Il avait déjà 
été décrit le comportement thermique des membranes PC/SM/Chol où les domaines 
ordonnés de la membrane (SM/Chol) sont plus résistants à la température par rapport 
à des domaines désordonnés (PC) (Tessier et al. 2009) (Figure 50).  
Bandes vibroniques 
373 nm 
379 nm 
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Figure 49. Spectres moyennés des LUV PC et SM/Chol (1/1) à différentes températures pour 
les protocoles du chauffage (ligne continue) et refroidissement (ligne pointillée) à (A) 10°C (B) 
35°C et (C) 55°C. Lignes noires : LUV PC, lignes rouges : LUV SM/Chol. Chaque ligne est le 
spectre moyenné d’expériences indépendantes (sept pour les LUV PC et huit pour les LUV 
SM/Chol). 
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Figure 50. SAXD réalisé sur des membranes de PC/SM/Chol (45/45/10 mol/mol/mol) 
montrant que les domaines Lo sont plus stables thermiquement par rapport aux domaines Ld 
(Tessier et al. 2009). 
Différences entre les membranes Lo et Ld 
 
Une manière d’identifier les longueurs d’onde qui permettent de différencier la sonde 
Py-met-Chol dans les membranes Lo et Ld est de soustraire les spectres. Nous avons 
effectué des soustractions à différentes températures après chauffage ou 
refroidissement (Figure 51). La soustraction de spectres permet d’identifier des 
longueurs d’onde intéressantes pour les membranes de type Lo et Ld mais, en raison de 
l’amplitude des conditions expérimentales utilisées, il s’avérait difficile de définir les 
longueurs d’onde significatives du point de vue statistique. Nous avons donc décidé de 
chercher les longueurs d’onde optimales pour le suivi du comportement de la sonde 
cholestérol-pyrène dans des membranes ordonnées et désordonnées par une analyse 
multivariée en composante principale qui permet de trouver les variables les plus 
pertinentes et statistiquement significatives dans les différentes conditions testées.  
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Figure 51. Soustraction des spectres du Py-met-Chol dans des membranes Lo (SM/Chol) et Ld 
(PC) avec Py-met-Chol 3,6 % v/v. Spectre moyenné du PC moins le spectre moyenné du 
SM/Chol à (A) 10°C, (B) 35°C et (C) 55°C. Ligne continue pour le protocole du chauffage et ligne 
pointillée pour celui du refroidissement. Moyenne de sept expériences indépendantes pour 
PC et huit pour SM/Chol. 
 
A la vue du grand nombre de variables (longueurs d’onde) et du nombre important de 
spectres dans les différentes conditions, nous avons utilisé une approche d’analyse 
multivariée. La Figure 52 montre les spectres du cholestérol des LUV PC en cycle de 
chauffage. La soustraction des spectres et la détermination de bandes vibroniques 
peuvent donner des informations pour les différentes conditions, mais ceci reste difficile 
à interpréter pour l’ensemble des conditions envisagées. C’est pourquoi nous avons 
utilisé l’analyse multivariée qui possède plusieurs avantages. En effet elle permet de : 
• Gérer une matrice des données avec un grand nombre de variables et peu 
d’observations ; 
• Traiter des matrices carrées quelle que soit leur taille ; 
• D’analyser la multi-colinéarité ; 
• D’obtenir un bon rapport signal sur bruit ; 
• Séparer les régularités du bruit. 
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Pour notre analyse avec 186 longueurs d’onde (variables) et 480 observations 
(spectres), l’analyse multivariée est un outil rationnel pour sélectionner les longueurs 
d’onde qui caractérisent les membranes avec la sonde cholestérol-pyrène. 
 
Figure 52. Spectres normalisés de fluorescence du cholestérol-pyrène pour des LUV PC à 
différentes températures après chauffage. 
 
Détermination des longueurs d'onde spécifiques pour les 
membranes Lo et Ld 
 
Afin de définir les longueurs d'onde spécifiques pour les phases Lo et Ld, nous avons 
comparé les spectres de Py-met-Chol dans les membranes PC et SM/Chol (1/1) à des 
températures allant de 10 à 55°C en utilisant des protocoles de chauffage et de 
refroidissement présentés dans le chapitre Matériaux et méthodes. La concentration en 
Py-met-Chol est de 1,8 ou 3,6 mol%.  
Nous avons soumis à l’analyse spectrale en conditions de chauffage et refroidissement 
(10 températures par condition) les échantillons suivants : 
• LUV PC avec Py-met-Chol à 1,8 mol% (quatre préparations indépendantes) ; 
• LUV SM/Chol avec Py-met-Chol à 1,8 mol% (cinq préparations indépendantes) ; 
• LUV PC avec Py-met-Chol à 3,6 mol% (sept préparations indépendantes) ; 
• LUV SM/Chol avec Py-met-Chol à 3,6 mol% (huit préparations indépendantes). 
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Les variables sont les longueurs d'onde normalisées par l’intégrale de 365 à 550 nm (186 
variables). Chaque condition de LUV est une observation. Nous avons effectué les 
analyses en composantes principales (PCA) et des analyses discriminantes par les 
moindres carrés partiels ((O)PLS-DA). En utilisant différents outils du programme SIMCA 
tels que l’importance des descripteurs dans la projection (variable importance 
projection VIP), biplot (scores + loadings), S-plots (covariance et corrélation) et en 
comparant les groupes des membranes LUV PC et SM/Chol, nous avons pu sélectionner 
les longueurs d’onde dont les variations d’intensité étaient les plus significatives pour 
différencier les membranes de types Lo (SM/Chol) et Ld (PC). 
La Figure 53 montre les graphes score et loading representation issus de l'analyse 
SIMCA. L’analyse montre la séparation de deux populations différentes (PC et SM/Chol). 
Premièrement, pour chaque composition de membrane, les points correspondant aux 
protocoles de refroidissement et de chauffage appartiennent à la même population 
(Figure 53A). Deuxièmement, la séparation entre les populations PC et SM/Chol suit un 
axe qui sépare les quadrants : gauche en bas et droite en haut. La Figure 53B montre le 
plan de corrélation des variables pour les points des membranes PC et SM/Chol 
correspondant aux composantes principales de la Figure 53A. 
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Figure 53. Analyse des principaux composants des expériences indépendantes (spectres) et 
des variables (longueur d'onde). (A) Distribution des données. Chaque point représente un 
spectre à partir des protocoles de refroidissement et de chauffage (PC et SM/Chol). (B) 
Corrélation des variables (loading scatter plot). Les variables fortement anti-corrélées dans la 
direction de l'axe séparant les quadrants gauche-bas et droite-haut sont 379 et 373 nm.  
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Figure 54. Analyses statistiques montrant la différence de la totalité des intensités de 
fluorescence des LUV PC et SM/Chol dans toutes les conditions testées. (A) Pour la longueur 
d’onde de 373 nm. (B) Pour la longueur d’onde de 379 nm. Moyennes ± l’écart type, *** 
P<0,001. 
 
Dans la représentation de la Figure 53B, les variables (longueurs d'onde) opposées 
suivant les axes sont anti-corrélées. Dans notre cas, cela signifie que la population de 
points du cadran bas en gauche (PC) est corrélée avec la longueur d’onde de 379 nm et 
inversement, les points du cadran haut droit (SM/Chol) le sont avec une longueur d’onde 
de 373 nm. Cette corrélation est confirmée par l’analyse statistique de la Figure 54. Ces 
deux longueurs d'onde ne correspondent pas à un pic de spectre conventionnel mais 
plutôt aux bandes vibroniques spécifiques 372,51 et 378,99 nm (Kalyanasundaram and 
Thomas 1977). Le pic situé à 376 nm précédemment utilisé comme marqueur de 
polarité ne correspond pas à une bande vibronique unique mais à la contribution de 
quatre bandes vibroniques dans le pic de fluorescence. Nos analyses suggèrent que ces 
longueurs d'onde peuvent être considérées comme des marqueurs des membranes de 
type Lo pour 373 nm et de type Ld pour 379 nm et qui seront désormais appelées : CPyLo 
et CPyLd respectivement. Par conséquent, pour valider ces longueurs d’onde comme 
outil de mesure, nous avons effectué des comparaisons détaillées de ces paramètres 
pour les membranes Lo (SM/Chol) et Ld (PC) avec les longueurs d’onde tirées de la 
littérature (Tableau 6 et Figure 55).   
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Longueur 
d’onde (nm) 
Interprétation Abréviation 
373 Marqueur de la phase liquide ordonnée (Lo)            
(longueur d’onde sélectionné par PCA) 
CPyLo 
376 « Polarité » (Laurent Le Guyader, Le Roux, Mazères, et al. 
2007)  
I1 
379 Marqueur de la phase liquide désordonnée (Ld)   
(longueur d’onde sélectionné par PCA) 
CPyLd 
388 « Constant » (Laurent Le Guyader, Le Roux, Mazères, et 
al. 2007)  
I3 
401 “Polarité” ou environnent (longueur d’onde sélectionné 
par PCA) 
pol 
432 Constant, Point iso-émissive                                        
(longueur d’onde sélectionné par PCA) 
iso 
474 Assemblage de Py-met-Chol, excimères                        exc 
Tableau 6. Des longueurs d'ondes d'intérêt pour l'étude des phases membranaires avec Py-
met-Chol obtenues par analyse multivariée et citées dans la littérature. 
 
 
Figure 55. Des longueurs d'onde d'intérêt pour l'étude des phases membranaires avec Py-met-
Chol obtenues par analyse multivariée (rouge) et citées dans la littérature (bleu). 
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Nous avons donc trouvé des longueurs d’onde d’intérêt, qui n’étaient pas indiquées 
dans la littérature et qui seraient « cachées », d’une certaine manière, dans le spectre.  
L’analyse des composantes principales est une manière rationnelle d’observer des 
variations. Le problème est que nous ne pouvons pas tester la pertinence et la qualité 
discriminante avec l’analyse en composantes principales. Cette méthode est 
essentiellement descriptive. En effet, nous décrivons le comportement des relations des 
variables entre elles (corrélées, anti-corrélées, indépendantes) et le degré de similarité 
et « dissimilarité » des observations par leurs signatures spectrales (de fluorescence), 
mais cela n’indique pas qu’un groupe donné est différent d’un autre. Pour pallier ce 
problème, nous passons par une réduction du nombre de variables : on choisit celles qui 
sont les plus discriminantes et il est ensuite possible de faire des tests statistiques 
(Figure 54).  
 
2. Comparaison des membranes de types Lo et Ld 
 
Les figures de cette section montrent les variations de l’intensité des différentes 
longueurs d’onde d’intérêt pour les LUV PC et SM/Chol en présence de Py-met-Chol à 
3,6 mol%. Un comportement similaire a été observé pour les LUV avec une 
concentration de sonde de 1,8 mol% (Annexe F). 
Dans les spectres du cholestérol-pyrène, la partie comprise entre 365 et 430 nm 
correspond à l’émission des molécules dans un état monomérique tandis que la partie 
entre 430 à 550 nm est émise par des molécules de cholestérol-pyrène proches 
(dimères, trimères...). Quand il y a augmentation de la contribution des excimères, il y a 
alors une diminution de la contribution du monomère et vice-versa (Figure 56). 
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Figure 56. Spectre du cholestérol-pyrène montrant en haut la partie de ce cholestérol sous 
forme de monomère et en bas avec contribution d’excimères (modifié de (Le Guyader, Le Roux, 
Maze, et al. 2007)).  
 
Pour le marqueur CPyLd (379 nm), nous avons observé qu'à basse température, les 
valeurs sont plus importantes pour PC et plus faibles pour les membranes SM/Chol, mais 
à haute température les valeurs sont proches (Figure 57A). La diminution des valeurs du 
marqueur CPyLd avec la montée en température est due à la diminution de la 
contribution des monomères, causée par une augmentation des excimères. En effet, 
quand la température augmente, nous observons une diminution de la fluorescence au 
début du spectre (entre 365 et 430 nm) et une augmentation de l'intensité de 
fluorescence des excimères (entre 430 et 550 nm), après le point iso-émissif. Dans le cas 
du marqueur CPyLo (373 nm), l’augmentation de la température, qui augmente la 
fluidité de la membrane, induit une diminution de la valeur du marqueur. 
L'évolution du marqueur de phase CPyLo (373nm) (Figure 57) montre que les valeurs 
pour les membranes SM/Chol sont plus importantes que pour les membranes PC à 
toutes les températures. Ceci est en accord avec le fait que les membranes SM/Chol ont 
un caractère CPyLo plus fort que les membranes de PC à chaînes acyle hétérogènes. 
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Figure 57. Evolution de l’intensité de fluorescence des longueurs d’onde du Py-met-chol en 
fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) 
Marqueur CPyLd (379 nm). (B) Marqueur CPyLo (373 nm). Lignes noires LUV PC, lignes rouges 
LUV SM/Chol. Protocole de chauffage : ligne continue et protocole de refroidissement : ligne 
pointillée. Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes pour PC et huit pour 
SM/Chol. 
 
Pour le pic « constant » (388 nm) d’après la littérature, il dépendrait seulement de la 
concentration de sonde (Figure 58A), nous avons observé qu’il n’est pas parfaitement 
« constant » puisqu’à même concentration dans nos conditions, son comportement 
était différent pour les LUV PC et SM/Chol indiquant qu'il est également sensible à 
d'autres facteurs environnementaux tels que la polarité. Au contraire, le point iso-
émissif (432 nm) (Figure 58B) a montré moins de variations d'intensité et peut être donc 
considéré comme le point le plus constant du spectre.  
 
Figure 58. Evolution de l’intensité de fluorescence des longueurs d’onde du Py-met-chol en 
fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) 388 
nm (I3) « point constante ». (B) 432 nm point iso-émissif « constant ».  Lignes noires LUV PC, 
lignes rouges LUV SM/Chol. Protocole de chauffage : ligne continue et protocole de 
refroidissement : ligne pointillée. Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes 
pour PC et huit pour SM/Chol.  
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Le "marqueur" de polarité précédemment signalé dans d’autres articles (376 nm) 
(Figure 59A) a été comparé à la longueur d'onde obtenue dans ce projet (401 nm) plus 
sensible aux différentes phases (Figure 59B). Nous notons que 401 nm est capable de 
différencier PC et SM/Chol. Le comportement du pic à 376 nm est similaire pour les deux 
membranes ce qui serait en contradiction avec la propriété de détection de polarité. De 
plus, le comportement de la longueur d’onde 401 nm en fonction de la température est 
similaire à celui de 388 nm, ce qui remet en question la validité de 388 nm en tant que 
pic « constant ». 
 
Figure 59. Evolution de l’intensité de fluorescence des longueurs d’onde du Py-met-chol en 
fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) 376 
nm (I1) « polarité ». (B) 401 nm « polarité ». Lignes noires LUV PC, lignes rouges LUV SM/Chol. 
Protocole de chauffage : ligne continue et protocole de refroidissement : ligne pointillée. 
Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes pour PC et huit pour SM/Chol.  
 
Enfin, l'évolution des excimères (474 nm) (Figure 60) montre qu'à basse température, la 
quantité de multimères de Py-met-Chol dans les membranes SM/Chol est plus élevée 
que dans les membranes PC. Avec l’augmentation de la température il y a une 
augmentation d’excimères pour les deux membranes.  
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Figure 60. Evolution de l’intensité de fluorescence de la longueur d’onde du Py-met-chol 474 
nm en fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. 
Marqueur d’excimères 474 nm. Lignes noires LUV PC, lignes rouges LUV SM/Chol. Protocole 
de chauffage : ligne continue et protocole de refroidissement : ligne pointillée. Moyennes ± 
écart type de sept expériences indépendantes pour PC et huit pour SM/Chol. 
 
Nous avons aussi utilisé le point iso-émissif (432 nm) pour comparer des rapports entre 
les longueurs d’onde. Les rapports d'évolution des intensités en fonction de la 
température 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒅
𝒊𝒔𝒐
 et 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒐
𝒊𝒔𝒐
 pour Py-met-Chol 3,6 mol% (Figure 61) et 1,8 mol% 
(Annexe F) sont similaires à ceux de CPyLo et CPyLd (Figure 57). Cela montre l’importance 
de choisir le point iso-émissif à la place du point « constant » suggéré dans la littérature 
pour comprendre le comportement du cholestérol dans des vésicules. 
 
Figure 61. Ratios de l’intensité de fluorescence des longueurs d'onde du Py-met-chol en 
fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) 
CPyLd/iso. (B) CPyLo/iso. Lignes noires (■, □) : LUV PC, lignes rouges (●, ○) : LUV SM/Chol. 
Protocole de chauffage : lignes continues et protocole de refroidissement : lignes pointillées. 
Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes pour PC et huit pour SM/Chol. 
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Nous pouvons observer une différence en comparant les rapports 
𝐼1
𝐼3
 qui devrait 
caractériser l'évolution de la polarité (selon Le Guyader et al.)  et  
𝐩𝐨𝐥
𝐢𝐬𝐨
 (Figure 62). Comme 
nous l’avons souligné, le pic I3, suggéré par la littérature, ne dépend pas exclusivement 
de la concentration de la sonde et son intensité varie en fonction de l'environnement. 
La pente de la courbe de 
𝐼1
𝐼3
 en fonction de la température est inférieure à celle de la 
courbe 
𝒑𝒐𝒍
𝒊𝒔𝒐
 (401 nm) dont l’allure est similaire à celle de la courbe 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒅
𝒊𝒔𝒐
. Par conséquent, 
nous suggérons que la correction avec le point iso-émissif est plus adaptée pour 
représenter un point spectral constant, indépendant de la concentration.  
 
 
Figure 62. Ratios de l’intensité de fluorescence des longueurs d'onde du Py-met-chol en 
fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) I1/I3 
(« polarité » / « constant »). (B) 401/432 (“polarité“/iso). Lignes noires (■, □) : LUV PC, lignes 
rouges (●, ○) : LUV SM/Chol. Protocole de chauffage : lignes continues et protocole de 
refroidissement : lignes pointillées. Moyennes ± écart type de sept expériences 
indépendantes pour PC et huit pour SM/Chol. 
 
En comparant les rapports 
𝒆𝒙𝒄
𝑰𝟑
 et 
𝒆𝒙𝒄
𝒊𝒔𝒐
, il apparait que le point iso-émissif est plus adapté 
pour suivre la multimérisation de la sonde (Figure 63). En utilisant le paramètre 
𝒆𝒙𝒄
𝑰𝟑
, nous 
mettons en évidence que la formation d’excimères augmente continuellement avec la 
température. Au contraire, le rapport 
𝒆𝒙𝒄
𝒊𝒔𝒐
 montre que la formation d’excimères tend à 
stagner à mesure que la température augmente. Ce comportement d’assemblage de 
cholestérol-pyrène avec le rapport 
𝒆𝒙𝒄
𝒊𝒔𝒐
 est celui qui ressemble le plus à celui avec le 
marquer d’excimères seul (474 nm) (Figure 60).  
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Le point iso-émissif (432 nm) est plus stable comparé au pic I3 considéré comme 
« constant » dans la littérature (388 nm) et c’est pourquoi nous avons utilisé ce point 
pour les analyses (Figure 58). Ainsi, nos expériences suggèrent que la caractérisation des 
domaines membranaires (ordonnée et désordonné autour du cholestérol-pyrène) passe 
par l’observation de l'évolution de : 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒐
𝒊𝒔𝒐
, 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒅
𝒊𝒔𝒐
 et 
𝒆𝒙𝒄
𝒊𝒔𝒐
. 
 
Figure 63. Ratios de l’intensité de fluorescence des longueurs d'onde du Py-met-chol en 
fonction de la température. La concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) 
excimères/I3. (B) excimères/iso. Lignes noires (■, □) : LUV PC, lignes rouges (●, ○) : LUV 
SM/Chol. Protocole de chauffage : lignes continues et protocole de refroidissement : lignes 
pointillées. Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes pour PC et huit pour 
SM/Chol. 
 
Afin d’évaluer correctement le comportement du cholestérol-pyrène dans les 
membranes, il est possible de s’intéresser à deux paramètres : 
• Le ratio 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒐
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒅
   qui indique la proportion des deux domaines (ordonné et 
désordonné) autour du cholestérol-pyrène dans la membrane ; 
• Le ratio 
𝒆𝒙𝒄
𝒊𝒔𝒐
  qui indique le degré d’assemblage du cholestérol-pyrène. 
La formation d’excimères (Figure 63B) montre que, à basse température, la quantité 
d’excimères est plus importante dans les membranes SM/Chol que dans les membranes 
PC. L’augmentation de la température provoque la formation d’excimères dans les 
membranes SM/Chol en faible proportion (environ 15-20 %). En effet, seule une faible 
proportion de la phase Lo est convertie en une phase Ld suite à une augmentation de 
température. Par ailleurs, le cholestérol s’insère préférentiellement dans des domaines 
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plus ordonnés, donc plus résistants à la température puisqu’il a plus d’affinité pour les 
chaînes saturées.  
En revanche, l’augmentation du nombre d’excimères dans les membranes PC est plus 
importante : elle est de 60% à une concentration en Py-met-Chol de 3,6 mol%, et de 
100% à une concentration de 1,8 mol%. Cela confirme que l’augmentation de 
température fluidifierait une partie du domaine ordonné Lo (moins résistante à la 
température) et conduirait à la formation de domaines à caractère Lo composés 
probablement de lipides saturés où le cholestérol se concentrerait. 
À une température donnée la valeur du signal de fluorescence peut différer selon qu’il 
a été acquis lors du chauffage ou lors du refroidissement. Cela est dû au fait que la 
membrane s’organise différemment lors du cycle de température.  Lors de la montée en 
température, les domaines lipidiques préformés à 4°C se réorganisent graduellement. 
Lors de la diminution en température, le chauffage rapide jusque 55°C provoque une 
perturbation qui fait que les lipides prennent un peu plus de temps pour se réorganiser 
à haute température. Le cholestérol se concentrerait alors dans une faible proportion 
de membrane qui a un caractère Lo où il forme plus d’excimères à 55°C avant 
refroidissement. 
La Figure 64 montre les courbes 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
  en fonction de la température pour les 
membranes PC et SM/Chol. Le ratio diffère peu lors des phases de chauffage et de 
refroidissement, sauf aux basses températures pour les membranes SM/Chol. De plus, 
la diminution du ratio de fluorescence 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
  est plus importante pour les membranes 
SM/Chol que pour les membranes PC. Sachant que les changements d’organisation dans 
la phase Lo sont similaires pour les deux membranes (Figure 61B), le constat précédent 
peut s’expliquer par le changement plus important de l’évolution du paramètre Ld dans 
les membranes PC. Enfin, le faible écart type observé pour ce ratio indique que le 
rapport 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
 est, statistiquement, un très bon marqueur de domaines membranaires. 
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Figure 64. Rapport CPyLo/CPyLd en fonction de la température. La concentration de la sonde 
dans les LUV est de 3,6 % v/v. Lignes noires (■, □) : LUV PC, lignes rouges (●, ○) : LUV SM/Chol. 
Protocole de chauffage : lignes continues et protocole de refroidissement : lignes pointillées. 
Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes pour PC et huit pour SM/Chol. 
 
La Figure 65 présente la partie du spectre de fluorescence centrée sur 376 nm qui 
explique le comportement des marqueurs CPyLo et CPyLd. Nous constatons que lors du 
chauffage et du refroidissement les spectres des membranes ordonnées SM/Chol se 
superposent. Pour les membranes désordonnées PC, les spectres présentent un 
décalage vers la gauche. Ce décalage explique bien les résultats de la Figure 54.  
 
Figure 65. Partie centrée sur 376 nm du spectre de fluorescence de Py-met-Chol de la 
membrane PC (en rouge) et SM/Chol (en noir). 
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3. L'environnement de la sonde cholestérol-pyrène dans des LUV 
PC et SM/Chol : étude par l’anisotropie  
 
Afin de mieux comprendre le mouvement de la sonde Py-met-Chol dans les différents 
domaines de la membrane, nous avons effectué des mesures d’anisotropie. La Figure 66 
montre l'anisotropie du Py-met-Chol dans des LUV PC et SM/Chol à 35°C. 
La partie droite des graphiques (450 - 550 nm) correspond au signal de l’excimère. 
Concernant cette partie du spectre, il n'y a pas de différence claire entre les membranes 
PC et SM/Chol. Ceci indique que le Py-met-Chol qui se trouve dans des domaines riches 
en cholestérol (domaines Lo, multimères) a un degré de mouvement similaire pour les 
membranes PC et SM/Chol. Nous avons observé ceci pour les trois températures 
étudiées (15°C, 35°C et 50°C). 
La partie gauche du spectre (365 - 450 nm) correspond à la contribution du signal du 
cholestérol en tant que monomère. Pour les trois températures, les valeurs 
d'anisotropie sont plus élevées pour les membranes SM/Chol que pour les membranes 
PC. Cela indique que dans l'état monomérique, l'environnement de la sonde Py-met-
Chol dans les membranes SM/Chol est plus rigide par rapport à celui des membranes 
PC. Ceci est en accord avec les propriétés du cholestérol dans les membranes SM/Chol 
à chaînes acyles plus saturées (par rapport aux membranes PC à chaînes acyle très 
hétérogènes). 
 
Figure 66. Anisotropie de fluorescence du Py-met-chol à 35°C. Py-met-chol à 3,6% v/v, LUV PC 
en noir et LUV SM/Chol en rouge. Moyenne ± écart type (lignes grisées) de quatre expériences 
indépendantes. 
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4. Distribution du cholestérol dans les membranes avec 
coexistence des domaines Lo-Ld 
 
Afin d'étudier le comportement de la sonde dans des membranes où les domaines Lo et 
Ld coexistent, nous avons effectué des études sur des membranes LUV PC/SM/Chol 
(1/1/1) (N.B. la nomenclature utilisée présente le même pourcentage de lipides). 
Comme le montre la Figure 67A, à 10°C, la valeur du rapport 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
𝑖𝑠𝑜
 des membranes 
PC/SM/Chol est intermédiaire comparativement aux membranes PC et SM/Chol. Ceci 
est cohérent avec la coexistence de deux domaines différents dans lesquels le 
cholestérol est présent. La différence entre les trois membranes LUV est conservée dans 
l’intervalle de température 10 – 30°C. Cependant, à des températures plus élevées (35 
– 55°C), au vu du marqueur du domaine Ld (Figure 21A), les membranes PC/SM/Chol et 
PC adoptent un comportement similaire, suggérant une fluidité supérieure de la 
membrane pour PC/SM/Chol par rapport à la membrane SM/Chol.  
L'évolution du paramètre CPyLo en fonction de la température a également montré que 
le comportement des membranes PC/SM/Chol est intermédiaire entre les membranes 
PC et SM/Chol pour toutes les températures (Figure 67B et C). L'évolution du rapport 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
  montre une nette séparation entre les trois membranes à toutes les températures 
lors de l’augmentation et de la diminution de température (Figure 67D), ce qui indique 
que même à haute température (55°C), certains domaines de la membrane mixte 
PC/SM/Chol adoptent un comportement Lo (donc organisé). La Figure 67D montre aussi 
que le rapport 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
  différencie mieux les membranes PC, SM/Chol et PC/SM/Chol en 
comparaison avec les rapports 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
𝑖𝑠𝑜
 et 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝑖𝑠𝑜
. Cela nous a confirmé l’utilité du rapport 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
 pour mieux distinguer l’environnement, ordonné ou désordonné, autour du 
cholestérol-pyrène.  
Chapitre 4 : Utilisation de la sonde cholestérol-pyrène 
 pour déterminer la distribution du cholestérol dans la membrane 
 153 
 
Figure 67. Rapports de fluorescence des longueurs d'onde du Py-met-chol en fonction de la 
température. La concentration de la sonde dans LUV est de 3,6% v/v. (A) CPyLd/iso pendant 
le chauffage et le refroidissement. (B) CPyLo/iso pendant le chauffage. (C) CPyLo/iso pendant 
le refroidissement. (D) CPyLo/CPyLd pendant le chauffage et le refroidissement. Lignes noires 
(■, □) : LUV PC, lignes rouges (●, ○) : LUV SM/Chol et lignes vertes (▲, Δ) : LUV PC/SM/Chol. 
Protocole de chauffage :  lignes continues et protocole de refroidissement :  lignes pointillées. 
Moyennes ± écart type de sept expériences indépendantes pour PC, huit pour SM/Chol et six 
pour PC/SM/Chol. 
 
La formation d'excimères dans les membranes PC/SM/Chol est également intermédiaire 
par rapport aux membranes PC et SM/Chol. À 10°C, le rapport d’excimères est similaire 
à celui des membranes PC. Cependant, en augmentant la température, la courbe 
montre un changement du comportement de la membrane PC en raison d'une 
formation plus graduelle d’excimères qui arrivent à un plateau plus vite que dans le cas 
de la membrane PC (Figure 68A). Cette multimérisation graduelle est similaire à celle 
des membranes SM/Chol.  
Lorsque les membranes sont chauffées rapidement à 55°C, le rapport d’excimères dans 
les membranes PC/SM/Chol est similaire à celui des membranes SM/Chol.  
 154 
Le refroidissement des membranes provoque une séparation des courbes et le rapport 
d’excimères dans les membranes PC/SM/Chol s’approche de celui des membranes PC à 
10°C (Figure 68B). La différence observée dans l’allure des courbes pendant le chauffage 
ou le refroidissement est dû à une cinétique de désorganisation (chauffage) et de 
formation (refroidissement) des domaines Lo et Ld est différente.  
 
 
Figure 68. Rapports de fluorescence Py-met-chol en fonction de la température. La 
concentration de la sonde dans les LUV est de 3,6% v/v. (A) pendant le chauffage. (B) pendant 
le refroidissement. Lignes noires (■, □) : LUV PC, lignes rouges (●, ○) : LUV SM/Chol et lignes 
vertes (▲, Δ) : LUV PC/SM/Chol. Protocole de chauffage :  lignes continues et protocole de 
refroidissement :  lignes pointillées. Moyennes ± écart type de sept expériences 
indépendantes pour PC, huit pour SM/Chol et six pour PC/SM/Chol. 
 
En résumé, la distribution du cholestérol (formation d'excimères) dans les membranes 
PC/SM/Chol est similaire à celle rencontrée dans les membranes PC à basse 
température, et à celle des membranes SM/Chol à haute température.  
Finalement, comme il apparait que les domaines Lo sont moins sensibles à la 
température que les domaines Ld, nous pouvons en déduire que pendant le chauffage, 
le cholestérol s’insère préférentiellement dans les domaines restants qui conservent un 
certain caractère Lo.  
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5. Comportement de la sonde pour le mélange ternaire avec ajout 
de céramide  
 
La conversion de la sphingomyéline (SM) en céramide entraîne une réorganisation de la 
membrane qui résulte de la compétition du cholestérol et du céramide pour la 
sphingomyéline (Silva, Futerman, and Prieto 2009). Par conséquent, nous avons testé si 
la sonde Py-met-Chol pouvait détecter cette différence d’organisation. Megha et 
London (London and London 2004) ont calculé que, après stimulation des cellules avec 
le TNF (Tumor necrosis factor), la sphingomyélinase transforme 80% de la SM de la 
membrane plasmique en céramide. Taniguchi et ses collaborateurs (Taniguchi et al. 
2006) ont rapporté une conversion de 36% de SM en céramide. Étant donné qu’il existe 
une fraction de SM intracellulaire non exposée à la sphingomyélinase, la quantité de 
céramide dans la membrane plasmique devrait être plus élevée. Dans les modèles de 
membrane PC/SM/Chol, Silva et al (Silva, Futerman, and Prieto 2009) ont rapporté une 
conversion de 50% de SM en céramide. Ainsi, nous avons effectué des expériences avec 
des membranes PC/SM/Cer/Chol (1/0,5/0,5/1) pour imiter l'action de la 
sphingomyélinase. La Figure 69 montre les ratios de fluorescence en fonction de la 
température. Pour les membranes avec céramide, ces valeurs sont plus faibles que 
celles des membranes LUV sans céramide (PC/SM/Chol), indiquant qu’il y a une 
réorganisation du cholestérol. 
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Figure 69. Effet de la présence du céramide sur l'évolution des longueurs d'onde de 
fluorescence Py-met-chol en fonction de la température. La concentration de la sonde dans 
les LUV est de 3,6% v/v. (A) CPyLd/iso. (B) CPyLo/iso. Lignes vertes (▲, Δ) : LUV PC/SM/Chol 
et lignes bleues (♦, ◊) LUV PC/SM/Cer/Chol. Protocole de chauffage en ligne continue et 
protocole de refroidissement : lignes pointillées. Moyennes plus ± écart type de trois 
expériences indépendantes. 
 
Concernant le rapport 
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑜
𝐶𝑃𝑦𝐿𝑑
 en fonction de la température (Figure 70A), nous avons 
observé des valeurs plus élevées pour les membranes avec céramide pour toutes les 
températures. 
Dès lors, en présence de céramide, le cholestérol s’insère dans une phase à caractère 
plus ordonnée (Lo) qu’en présence de SM seule. Ceci est en accord avec le fait que le 
céramide provoque la stabilisation des radeaux (London and London 2004) et la 
formation de domaines en phase gel (Busto et al. 2010; Pinto et al. 2013; Silva, 
Futerman, and Prieto 2009).  
De plus, la formation d'excimères (Figure 70B) montre que le cholestérol en présence 
de céramide augmente sa tendance à s'accumuler et à former donc plus d’excimères. 
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Ceci est en accord avec le fait que le céramide est en compétition avec la sphingomyéline 
en ce qui concerne son interaction avec le cholestérol.  
La coexistence dans la membrane de domaines dans les combinaisons 
suivantes Cer/Chol, Cer/SM et SM/Chol est donc possible. 
 
Figure 70. Effet de la présence du céramide sur l'évolution de ratios des longueurs d'onde de 
fluorescence Py-met-chol en fonction de la température. La concentration de la sonde dans 
les LUV est de 3,6% v/v. (A) CPyLo/CPyLd. (B) Exci/iso. Lignes vertes (▲, Δ) : LUV PC/SM/Chol 
et lignes bleues (♦, ◊) LUV PC/SM/Cer/Chol. Protocole de chauffage en ligne continue et 
protocole de refroidissement : lignes pointillées. Moyennes ±l’écart type de trois expériences. 
 
Conclusion  
 
Dans ce chapitre, nous avons exploré les capacités de la sonde cholestérol-pyrène pour 
caractériser les domaines contenant du cholestérol dans les membranes. Nous avons 
identifié, par une analyse statistique en composante principale, puis validé 
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expérimentalement les longueurs d'onde les plus adéquates pour caractériser les 
domaines de types Lo et Ld dans les membranes : 
• 373 nm : marqueur des domaines liquides ordonnés (CPyLo) ; 
• 379 nm : marqueur des domaines liquides désordonnés (CPyLd).  
Le marqueur pour l'agrégation du cholestérol-pyrène était déjà connu comme le pic des 
excimères (474 nm) et a été utilisé.  
Pour réduire les variations expérimentales, nous avons suggéré l'utilisation du point iso-
émissif (432 nm) en tant que point spectral de référence constant et qui permettrait 
d’éviter la normalisation systématique des spectres par l’intégrale. 
Ces résultats nous ont permis d’observer la dynamique des domaines dans les 
membranes en augmentant et en diminuant la température en observant les rapports : 
• 
𝟑𝟕𝟑
𝟑𝟕𝟗
   
• 
𝟒𝟕𝟒
𝟒𝟑𝟐
  
La distribution du cholestérol-pyrène dans différentes membranes Lo et Ld est 
représentée schématiquement dans la Figure 71. Dans les membranes Lo (SM/Chol) avec 
un fort caractère ordonné, le cholestérol-pyrène se présente sous forme de multimères, 
mais également sous sa forme de monomère, car le cholestérol-pyrène peut s’insérer 
entre les différentes chaînes majoritairement saturées en présence du cholestérol non 
marqué.   
Lorsque la température augmente, les lipides deviennent plus fluides et diminuent le 
caractère Lo de la membrane. Le cholestérol-pyrène a donc tendance à augmenter la 
formation d’excimères. Cela impliquerait ainsi une réduction des domaines Lo où le 
cholestérol-pyrène aurait tendance à s’accumuler.   
Dans les membranes de type Ld (PC) contenant des chaînes acyle hétérogènes saturées 
et insaturées, le cholestérol-pyrène est majoritairement présent sous forme de 
monomères, mais certains excimères sont présents. Ces derniers correspondent à des 
domaines « ordonnés » composés de cholestérol-pyrène et de lipides saturés qui sont 
en moindre proportion par rapport à la membrane globale.  
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L’augmentation de la température provoquerait l'accumulation de cholestérol dans des 
zones riches en phospholipides saturés. 
Dans les membranes mixtes (PC/SM/Chol), le cholestérol-pyrène montre un 
comportement intermédiaire. À basse température, il a tendance à s'associer aux lipides 
saturés des domaines type-Lo, mais il est également présent dans les domaines 
désordonnés.  
L’augmentation de la température entraine l'augmentation de la multimérisation 
probablement par l’association avec les domaines Lo de la membrane qui sont plus 
résistants à la température. Nous pouvons penser que l’augmentation de la 
température, en augmentant la dynamique moléculaire, provoque la rencontre des 
molécules de cholestérol-pyrène avec une formation d’excimères indépendamment de 
la nature des domaines. D’une part, dans ce cas nous devrions observer une 
augmentation linéaire de la formation d’excimères et nos expériences montrent un 
plateau, notamment pour les membranes ordonnées. D’autre part, l’évolution des 
excimères dans les membranes Lo ou Ld est différente. Cela indique que la sonde permet 
de distinguer une réelle différence entre les domaines dans une gamme de 
températures incluant la température physiologique des mammifères et des oiseaux. 
Globalement, nous pouvons conclure que le comportement de la sonde est en accord 
avec les données de la littérature suggérant que le Py-met-Chol est une sonde adéquate 
pour l’étude de l’organisation du cholestérol dans les membranes. 
La capacité de Py-met-Chol d’être utilisé comme sonde de cholestérol a été aussi testée 
par l'effet du céramide sur les membranes. Les expériences ont montré que le céramide 
augmente le caractère Lo de la membrane. Cet effet pourrait être la conséquence de la 
formation des domaines Cer/Chol et SM/Chol.  
 
 
 
 
 
 160 
 
 
 
Figure 71. Schémas représentant la dynamique du cholestérol dans les membranes possédant 
un caractère Lo et Ld à haute et à basse température. 
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Ainsi, pour utiliser la sonde Py-met-Chol dans la gamme de concentration 1,8-3,6 mol% 
dans une membrane, nous suggérons que :  
• L’assemblage du cholestérol-pyrène observé par : 
➢ L'augmentation du rapport 
𝒆𝒙𝒊
𝒊𝒔𝒐
 indiquerait une réduction de la 
proportion des domaines type-Lo dans la membrane où le cholestérol-
pyrène se concentrerait ; 
➢ Une diminution de ce rapport indiquerait : 
▪ Soit la dilution de la sonde due à une augmentation de la 
proportion des domaines type-Lo ;  
▪ Soit la sortie du cholestérol-pyrène de cette zone Lo pour aller 
dans une zone Ld. À basse température, cette dernière 
hypothèse est peu probable parce que le cholestérol crée de 
l’ordre, mais qui reste une possibilité à haute température. 
• L’environnement du cholestérol-pyrène monomérique analysé par les 
changements du rapport 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒐
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒅
 indiquerait : 
o Une augmentation de ce rapport suggère le mouvement du cholestérol 
vers un environnement plus ordonné. Le déplacement vers une zone 
plus désordonnée résulterait en un taux 
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒐
𝑪𝑷𝒚𝑳𝒅
 qui diminue.  
o Ce paramètre tient compte de la sonde cholestérol-pyrène dans son 
état monomérique, mais les monomères peuvent aussi se trouver dans 
un assemblage avec du cholestérol non marqué (comme pour les 
membranes rencontrées dans le règne animal). 
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Chapitre 5 
Les effets des peptides vecteurs sur l’organisation du cholestérol et 
internalisation des peptides dans différentes LUV  
 
Ce chapitre présente les résultats concernant les effets des peptides vecteurs sur 
l’organisation du cholestérol, ainsi que les études sur leur passage à travers différentes 
membranes.  Nous souhaitons savoir comment les peptides passent à travers la 
membrane. Rentrent-ils à des endroits préférentiels, comme par exemple les zones 
frontières entre différents domaines ?  Pour cela, nous étudions l’internalisation de 
différents peptides (R9, RW9 et pénétratine) dans des vésicules qui contiennent 
différents domaines de membranes. 
La distribution du cholestérol-pyrène dans les différentes membranes (PC, SM/Chol 
(1/1) et PC/SM/Chol (1/1/1)) a été étudiée en analysant les spectres de fluorescence du 
cholestérol-pyrène (3,6 mol%) en gradient de température en présence et en absence 
de peptides. Nous avons vu au chapitre 4 que d’après des études menées sur des 
membranes modèles sans peptide et avec des mélanges de phases ternaires (de 
compositions différentes), les domaines Lo et Ld ont des comportements différents à la 
montée et à la descente de température (Tessier et al. 2009). En effet, les domaines Lo 
sont plus résistants au changement thermique. La manière dont nous avons conditionné 
la température sur les LUV (chauffage et refroidissement) montre une inertie dans la 
formation et la déformation des domaines Lo et Ld de la membrane.  
Les peptides R9, RW9 et la pénétratine ont été testés aux rapports peptide/lipide de 
1/10 et 1/25 mol/mol.  
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A. Effet des peptides sur la distribution du cholestérol-pyrène dans 
les membranes 
 
1. Effet des peptides sur la distribution du cholestérol-pyrène dans 
les membranes désordonnées Ld (PC) 
 
Pour les membranes composées de phosphatidylcholine (PC), l’effet des peptides sur la 
formation d’excimères en fonction d’une augmentation et d’une diminution de 
température se traduit par une baisse de la quantité d’excimères après l’ajout des trois 
peptides (Figure 72.). 
 
Figure 72. Rapport de fluorescence exc/iso en fonction de la température pour les membranes 
PC. Pour les peptides au ratio P/L 1/10 (A) en montée de température et (B) en descente de 
température. Et pour les peptides au ratio P/L 1/25 (C) en montée de température et (D) en 
descente de température. Noir, les membranes PC ; rouge, en présence de pénétratine ; vert, 
en présence de R9 et violet, en présence de RW9. 
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Le peptide R9 est celui qui réduit le plus la quantité d’excimères par rapport au témoin. 
Ensuite vient le peptide RW9 puis la pénétratine qui montre l’effet le plus faible. Les 
effets sont similaires pour les deux rapports peptide/lipide : 1/10 et 1/25 mol/mol. Lors 
du chauffage de 10°C à 35°C, il y a une augmentation du nombre d’excimères, puis on 
observe un plateau à partir de 35°C, alors qu’en refroidissement l’allure est plus linéaire. 
L’analyse du rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 montre que lors du chauffage, au ratio 1/10 (P/L mol/mol), 
les peptides RW9 et R9 augmentent ce rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
. Cependant, au rapport P/L de 
1/25 (mol/mol), seul R9 montre un effet remarquable lors de la montée en température 
où le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 augmente (Figure 73).  
 
Figure 73. Rapport CPyLo/CPyLd en fonction de la température dans les membranes PC. Pour 
les peptides au ratio P/L 1/10 (A) en montée de température et (B) en descente de 
température. Et pour les peptides au ratio P/L 1/25 (C) en montée de température et (D) en 
descente de température. Noir, les membranes PC ; rouge, en présence de pénétratine ; vert, 
en présence de R9 et violet, en présence de RW9. 
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En ce qui concerne l’effet des peptides lors du refroidissement des membranes il 
apparaît qu’ils ont tous une légère tendance à augmenter le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 sur les 
membranes PC. Au rapport P/L 1/10, R9 présente l’effet le plus fort en augmentant le 
rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 tandis qu’à basse concentration en peptide P/L 1/25, la plus forte 
augmentation est obtenue avec RW9. 
2. Effet des peptides sur la distribution du cholestérol-pyrène dans 
les membranes ordonnées Lo (SM/Chol) 
 
Dans les membranes SM/Chol, la formation d’excimères en fonction de la température 
(chauffage et refroidissement) a également montré que les peptides R9 et RW9 
entrainent une diminution de la quantité relative d’excimères. En revanche, la 
pénétratine semble ne pas avoir d’effet (Figure 74).  
 
Figure 74. Rapport exi/iso en fonction de la température pour les membranes SM/Chol. Pour 
les peptides au ratio P/L 1/10 (A) en montée de température et (B) en descente de 
température. Et pour les peptides au ratio P/L 1/25 (C) en montée de température et (D) en 
descente de température. Noir, les membranes PC ; rouge, en présence de pénétratine ; vert, 
en présence de R9 et violet, en présence de RW9. 
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La Figure 75 montre des effets différents sur le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 lors de la montée et de la 
descente en température. Lors du refroidissement, les peptides R9 et surtout RW9 au 
ratio P/L de 1/10 (mol/mol) ont entraîné une baisse du rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
. Au ratio 1/25, 
l’effet persiste mais est de plus faible ampleur. Avec le protocole de chauffage, les effets 
des peptides ne sont pas très clairement définis. Au rapport 1/25, R9 et RW9 semblent 
augmenter le ratio 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 à des températures inférieures à 35°C. Cependant, il est plus 
difficile de conclure sur les effets des peptides du fait d’une faible différence. Les 
membranes SM/Chol sont donc globalement plus résistantes aux effets des peptides. 
 
Figure 75. Rapport CPyLo/CPyLd en fonction de la température pour les membranes SM/Chol. 
Pour les peptides au ratio P/L 1/10 (A) en montée de température et (B) en descente de 
température. Et pour les peptides au ratio P/L 1/25 (C) en montée de température et (D) en 
descente de température. Noir, les membranes PC ; rouge, en présence de pénétratine ; vert, 
en présence de R9 et violet, en présence de RW9. 
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3. Effet des peptides sur la distribution du cholestérol-pyrène dans 
les membranes avec des domaines Lo et Ld (PC/SM/Chol) 
 
Afin de nous rapprocher de l’environnement des membranes biologiques, des LUV avec 
des domaines Lo et Ld ont été utilisés (PC/SM/Chol). Une diminution de la quantité 
d’excimères pour tous les peptides a été constatée mais à différent niveau. Que ce soit 
en chauffant ou en refroidissant, aux rapports P/L 1/25 ou 1/10, la diminution 
d’excimères en fonction des peptides présentent des caractéristiques différentes. En 
effet, comme le montre la Figure 76, la plus forte diminution a été obtenue avec R9.  
RW9 a un effet un peu plus faible que celui de R9, et avec la pénétratine, la diminution 
du nombre d’excimères est encore moins importante (Figure 76). 
 
Figure 76. Rapport exi/iso en fonction de la température pour les membranes PC/SM/Chol. 
Pour les peptides au ratio P/L 1/10 (A) en montée de température et (B) en descente de 
température. Et pour les peptides au ratio P/L 1/25 (C) en montée de température et (D) en 
descente de température. Noir, les membranes PC ; rouge, en présence de pénétratine ; vert, 
en présence de R9 et violet, en présence de RW9.  
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Le comportement du rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
  est plus complexe dans les membranes avec la 
coexistence des phases Lo et Ld (PC/SM/Chol) que dans les membranes PC et SM/Chol. 
Pour les membranes PC et SM/Chol (type Ld et Lo « pures »), les effets des peptides aux 
rapports P/L 1/10 et 1/25 sont cohérents, que ce soit en chauffant ou en refroidissant. 
Cependant, pour les membranes PC/SM/Chol les effets aux rapports P/L 1/10 et 1/25 
sont différents. En comparant les courbes lors du refroidissement et lors du chauffage, 
il apparaît qu’au ratio P/L 1/10, les effets des peptides sur 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 sont similaires à ceux 
observés dans les LUV SM/Chol (Lo). En revanche, il apparaît qu’au ratio 1/25, les effets 
des peptides sont similaires à ceux observés dans les membranes PC (Ld). Cela signifie 
qu’à basse concentration, les peptides modifient préférentiellement les domaines PC 
(Ld) tandis que pour modifier les domaines SM/Chol (Lo) il faut une plus grande 
concentration de peptides (Figure 77). 
De plus, pour les peptides à haute concentration (1/10 mol/mol), le peptide R9 a un 
rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 plus petit pendant le chauffage. A basse concentration (1/25 mol/mol), 
R9 augmente le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
. Les peptides pénétratine et RW9 ne présentent pas 
d’effet lors du chauffage. Lors du refroidissement, le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 augmente avec R9 
et RW9. Nous pouvons aussi observer que le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 est assez linéaire pour les 
membranes PC et SM/Chol ce qui n’est pas le cas pour les membranes PC/SM/Chol qui 
présentent une rupture de pente autour de 30°C suggérant une coexistence de phases 
contenant du cholestérol-pyrène. 
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Figure 77. Rapport CPyLo/CPyLd en fonction de la température pour les membranes 
PC/SM/Chol. Pour les peptides au ratio P/L 1/10 (A) en montée de température et (B) en 
descente de température. Et pour les peptides au ratio P/L 1/25 (C) en montée de température 
et (D) en descente de température. Noir, les membranes PC ; rouge, en présence de 
pénétratine ; vert, en présence de R9 et violet, en présence de RW9. 
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Conclusion  
 
Le Tableau 7 récapitule les effets globaux des peptides sur les différentes membranes :  
Membrane Peptide 
𝐄𝐱𝐜 
𝐈𝐬𝐨
 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 
PC 
R9 ↓↓↓ ↑↑↑ 
RW9 ↓↓ ↑ 𝑜𝑢 ≈ 
Pénétratine ↓ ↑↑ 
SM/Chol (1/1) 
R9 ↓↓↓ ↓ 
RW9 ↓↓↓ ↓ 
Pénétratine ≈ ≈ 
PC/SM/Chol 
(1/1/1) 
R9 ↓↓↓ BC : ↑↑ 
HC : ↓↓ 
RW9 ↓↓ BC : ↑ 
HC : ↓ 𝑜𝑢 ≈ 
Pénétratine ↓ BC : ↑ 
HC : ↑ 𝑜𝑢 ≈   
Tableau 7. Tableau récapitulatif des résultats des effets des peptides sur la réorganisation du 
cholestérol-pyrène. BC : Basse concentration des peptides, ratio P/L 1/25 et HC : haute 
concentration P/L 1/10. 
 
Nos expériences montrent que les peptides agissent différemment selon les propriétés 
physico-chimiques de la membrane puisque nous constatons des changements des 
domaines autour du cholestérol-pyrène. Nous voyons un changement dans le spectre 
de fluorescence du cholestérol-pyrène et de fait nous en déduisons que la membrane 
se réorganise, puisque le cholestérol-pyrène est mimétique du cholestérol. Nous avons 
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émis des hypothèses afin d’expliquer la baisse d’excimères ainsi que l’augmentation du 
ratio 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
. Une manière de déterminer la meilleure hypothèse pour chaque membrane 
est d’associer les rapports  
𝐄𝐱𝐜 
𝐢𝐬𝐨 
 et 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
. 
Nous avons vu que la pénétratine présente un effet moindre dans le nombre 
d’excimères du cholestérol-pyrène, tandis que R9 et RW9 montrent une diminution 
d’excimères plus marquée. Pour interpréter cette diminution, trois hypothèses peuvent 
être proposées : 
1. Soit la contribution des domaines riches en cholestérol (caractère Lo) augmente 
et le cholestérol-pyrène se dilue dans ces domaines (moins d’excimères) ; 
2. Soit la contribution des domaines riches en cholestérol est constante et le 
cholestérol-pyrène devient monomère à l’intérieur de cette zone ; 
3. Soit le cholestérol-pyrène quitte les domaines riches en cholestérol, avec une 
éventuelle réduction de ces zones. 
Afin d’expliquer l’augmentation du ratio 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 pour le cholestérol-pyrène sous forme de 
monomère, deux mécanismes sont envisageables : 
• Soit un monomère se déplace vers une zone à caractère Lo plus importante que 
l’environnement dans lequel il se trouvait précédemment ; 
• Soit un cholestérol-pyrène quitte un excimère pour se positionner dans une zone 
dont le caractère Lo est plus important que la moyenne pour des monomères. 
L’approche suivie a ses limites qui nous empêchent de sélectionner une de ces 
hypothèses (schématisées dans la figure 78) et il serait nécessaire d’avoir une technique 
qui présente plus de finesse et de résolution dans le temps, comme par exemple des 
approches faisant intervenir la résonance paramagnétique électronique sur des phases 
à l’échelle de la nanoseconde, ou bien la fluorescence résolue dans le temps. Ainsi, afin 
de mieux comprendre les phénomènes ayant lieu dans la membrane avec cette sonde, 
nous avons étudié les variations d’anisotropie, l’objectif étant de mieux cerner le 
mouvement du cholestérol-pyrène dans la membrane. 
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Figure 78. Modèle du mouvement du cholestérol-pyrène dans une situation d’augmentation d’excimères en haut et de diminution d’excimères en bas. Les 
différents modes de redistribution du cholestérol-pyrène peuvent avoir des conséquences sur le rapport CPyLo/CPyLd comme illustré tout en haut et en 
bas des schémas.
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B. Mouvement du cholestérol-pyrène après l’ajout des peptides : 
étude par l’anisotropie 
 
L’anisotropie permet de caractériser l’amplitude du mouvement de la sonde Py-met-
Chol dans les différentes membranes. Nous pouvons constater qu’à 35°C, le spectre des 
monomères et des excimères du cholestérol-pyrène en présence de RW9 présente une 
anisotropie plus basse qu’en présence de R9, c’est-à-dire que le Py-met-Chol a une 
amplitude de mouvement plus grande en présence de RW9 (Figure 79). Nous pouvons 
observer que RW9 provoque une baisse de l’anisotropie du cholestérol-pyrène sous 
forme monomère, mais pas sous forme d’excimère. D’un autre côté, R9 présente un 
effet opposé, l’anisotropie du monomère ne change pas, alors que celle de l’excimère 
augmente. En présence de pénétratine, nous avons observé un spectre d’anisotropie 
proche de celui de RW9 (Annexe D). 
 
Figure 79. Effet des peptides (R9 en vert et RW9 en bleu) sur l’anisotropie du Py-met-chol en 
membranes PC à 35°C (Les écarts types sont représentés en trais fins). 
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C. Internalisation des peptides dans les LUV  
 
L’internalisation des peptides R9, RW9 et pénétratine dans des LUV PC, SM/Chol et 
PC/SM/Chol a été étudiée avec un rapport molaire peptide/lipide de 1/100. La 
quantification de l’internalisation est basée sur la fluorescence des peptides marqués 
avec la sonde NBD. Le NBD, dont la taille est de l’ordre de grandeur d’une chaîne latérale 
d’un acide aminé, est fixée à l’extrémité N-terminale des peptides. Le NBD ne devrait 
pas perturber les propriétés du peptide auquel il est lié. L’ajout de dithionite (DT), un 
agent réducteur, réduit rapidement la sonde NBD et provoque l’extinction de la 
fluorescence. Dans une expérience de pénétration dans des LUV, la fluorescence 
résiduelle après l’addition du dithionite correspond au peptide internalisé qui a été 
protégé du dithionite. Pour éviter l’entrée du dithionite dans les LUV les réductions sont 
faites à 15°C (J. M. Swiecicki et al. 2015). Il est possible qu’une fraction du peptide inséré 
dans la bicouche qui n’est pas rentrée dans le lumen vésiculaire, ou qu’une fraction du 
peptide se trouvant entre deux membranes des vésicules agrégées ne soit pas accessible 
au dithionite. Pour mesurer la quantité de peptide dans le lumen des vésicules nous 
avons utilisé la melittine. Sur des membranes en phase liquide, la melittine forme des 
pores transitoires qui perméabilisent la membrane, ce qui permet la sortie des 
molécules des LUV comme pour le cas de la calcéine (Pan and Khadka 2017). L’action de 
la melittine permet donc l’entrée du dithionite dans les LUV et ainsi d’éteindre la 
fluorescence du peptide internalisé, rendant possible sa quantification (Figure 80). 
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Figure 80. Schéma du protocole d’internalisation des peptides dans les LUV. 
 
Initialement, les peptides ont été incubés avec les LUV à 37°C pendant 5 min et aucune 
internalisation n’a été observée. Ensuite nous les avons incubés à 37°C pendant 3h et 
nous avons obtenu une internalisation de 1,5 % (3 pmol) pour RW9 dans les membranes 
PC. Cependant, pour les membranes SM/Chol, aucun peptide n’a été internalisé (Figure 
81B et Figure 82B). L’internalisation de RW9 ayant aussi été observée dans les 
membranes PC/SM/Chol (3 %, 6 pmol) (Figure 83) nous avons cherché à savoir si la 
fluidité de la membrane influe sur cette internalisation. Ainsi, nous avons augmenté 
davantage la température, de sorte que la membrane soit plus fluide. 
À 50°C (5 min), nous avons obtenu une internalisation de 3 % (6 pmol) pour RW9 dans 
une membrane PC, mais pas pour les autres peptides (Figure 81A). Quand le temps 
d’incubation a été augmenté (60 min à 50°C), une internalisation de 5,5 % (11,4 pmol) a 
été observée. Cependant, pour les membranes PC/SM/Chol et SM/Chol, aucun peptide 
n’est internalisé à 50°C (Figure 82).  
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Figure 81. Essai d’Internalisation des peptides dans des LUV de PC. (A) 50°C, 5min. (B) 37°C, 
3h. En rouge : pénétratine, en vert : R9 et en bleu : RW9. DT : ajout de dithionite et ME : ajout 
de melittine. 
 
Figure 82. Essais d’Internalisation des peptides dans des LUV de SM/Chol. (A) 50°C, 5min. (B) 
37°C, 3h. En rouge : pénétratine, en vert : R9 et en bleu : RW9. DT : ajout de dithionite et ME : 
ajout de melittine. 
 
Figure 83. Internalisation des peptides dans des membranes de PC/SM/Chol à 35°C pendant 
3h. En rouge : pénétratine, en vert : R9 et en bleu : RW9. DT : ajout de dithionite et ME : ajout 
de melittine. 
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Les résultats d’internalisation des peptides dans les différentes conditions est présenté 
dans le Tableau 8. Compte tenu du fait que les pourcentages sont faibles et que les 
expériences n’ont pas été faites en nombre suffisant pour une analyse statistique, nous 
nous sommes limités à montrer l’entrée, positive ou négative, dans les LUV. En résumé, 
dans nos conditions, le passage à travers les membranes a été observé essentiellement 
avec le peptide RW9 dans les membranes PC qui ont une organisation liquide 
désordonnée. 
 
 Membrane PC 
Membrane 
PC/SM/Chol 
Conditions 37°C (3h) 50°C (1h) 37°C (3h) 
Pénétratine - - - 
R9 - - - 
RW9 + ++ + 
Tableau 8.  Internalisation de RW9 dans différentes conditions et dans différentes 
membranes. 
 
Conclusion 
 
Nous avons observé que l’internalisation du peptide RW9 dans les vésicules PC a eu lieu 
à 37°C et 50°C. Pour les membranes SM/Chol, aucun peptide n’a été internalisé, et 
concernant les membranes PC/SM/Chol, nous avons pu observer l’internalisation de 
RW9 à 37°C après 3h d’incubation.  
Premièrement, dans nos conditions expérimentales, RW9 est le seul peptide à pouvoir 
traverser la membrane, même si dans d’autres conditions, l’internalisation de R9 et de 
la pénétratine a aussi été constatée (Simmons et al. 1997; Villa et al. 2000; Walrant et 
al. 2011). Des études ont montré que RW9 peut être internalisé efficacement dans un 
certain nombre de lignées cellulaires comme les cellules tumorales NIH 3T3 ou encore 
les cellules CHO-K1 (Delaroche et al. 2010). En outre, RW9, à la différence de R9, a 
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montré des propriétés antimicrobiennes (Walrant et al. 2011). La différence la plus 
visible entre les peptides étudiés est que RW9 peut se structurer en hélice 𝛼-
amphipatique, ce qui n’est pas le cas des deux autres peptides (Ofelia Maniti, Alves, 
Trugnan, and Ayala-sanmartin 2010). Cette dernière propriété peut être fondamentale 
pour le passage de RW9 dans des membranes PC.  
Le fait que RW9 est internalisé dans les LUV PC mais pas dans les LUV SM/Chol montre 
qu’une nature liquide désordonnée de la membrane est plus favorable pour son 
internalisation. 
Concernant les mouvements du cholestérol-pyrène, nous avons constaté que la 
pénétratine globalement cause moins de modifications dans la distribution du 
cholestérol (formation d’excimères) et du rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 comparé à R9 et RW9 pour les 
membranes PC, SM/Chol et PC/SM/Chol.  
Pour la membrane PC, nous avons pu observer qu’après l’ajout des trois peptides, il y a 
eu une baisse de la quantité de cholestérol-pyrène sous forme d’excimères. Il faut noter 
que la plus grande diminution de la quantité d’excimères a été observée pour R9. Donc 
avec R9, les domaines Lo peuvent être plus importants dans l’hypothèse où il y a dilution 
du cholestérol-pyrène dans les domaines de type Lo (diminution d’excimères) puisque 
R9 augmente plus le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 par rapport à la pénétratine et à RW9. Ceci indique 
un effet plus « rigidifiant » sur la membrane (hypothèses 1 et 2) :  
1. Les domaines au caractère Lo augmentent et le cholestérol-pyrène se dilue dans 
ces domaines ; 
2. La contribution des domaines riches en cholestérol est constante et le 
cholestérol-pyrène devient monomère à l’intérieur de cette zone. 
Le CPP RW9 provoque une diminution de la quantité d’excimères en membrane PC, et 
le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 est différent aux rapports peptide/lipide 1/10 et 1/25. Au ratio 1/10 le 
peptide provoque une augmentation du rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝
 tout au long du chauffage. Mais 
en refroidissant, l’effet est moins important. En revanche, au ratio 1/25, le peptide 
modifie moins ce rapport. Il augmente la valeur du ratio et cette augmentation est 
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maintenue tout au long du refroidissement. Ce comportement peut être lié à sa 
structure amphipatique et il y aurait donc deux modes de liaison dépendant de la 
concentration. Un premier type de liaison, médié par l’arginine avec un comportement 
similaire à celui de R9, et un second type qui ferait intervenir les tryptophanes. D’après 
la comparaison entre R9 et RW9, sur une membrane à froid et à forte concentration de 
peptide, les effets sont similaires entre les deux peptides, suggérant une liaison par les 
arginines. Tandis qu’à chaud et à basse concentration, le peptide serait capable de 
s’insérer dans la membrane grâce à ses propriétés amphipatiques. Cette propriété des 
lipides pourrait être associée à une meilleure pénétration de RW9. 
Pour la membrane SM/Chol, R9 et RW9 présentent une diminution d’excimères très 
nette montrant une action des peptides sur la distribution du cholestérol-pyrène. En 
revanche, les effets sur le rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
 𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
  sont faibles lors du protocole de chauffage. 
Cependant, il y a une diminution de ce rapport en refroidissant pour un ratio P/L de 
1/10. La membrane SM/Chol ayant un fort caractère Lo, les peptides engendrent moins 
de changement dans l’organisation des lipides. Pour cette membrane, dans tous les cas, 
la quantité d’excimères a diminué. Donc, l’augmentation dans la proportion des 
monomères va contribuer à des changements du caractère Lo ou Ld en fonction de leur 
environnent.  
Pour la membrane PC/SM/Chol, quel que soit le peptide, une baisse du nombre 
d’excimères est constatée. Concernant le paramètre 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
, les effets des peptides 
changent en fonction de leur concentration. A faible concentration en peptide, l’effet 
est similaire à celui observé sur la membrane PC ce qui implique une baisse de 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
 
pour R9 tandis que la pénétratine et RW9 n’ont pas provoqué de changement. En 
revanche, à forte concentration, les effets des peptides sont similaires à ceux obtenus 
sur des membranes SM/Chol. 
Afin d’interpréter plus précisément l’action du peptide sur la membrane PC, nous avons 
réalisé des études d’anisotropie. Elles montrent que le cholestérol-pyrène 
monomérique a plus d’amplitude de mouvement avec RW9 qu’avec les autres peptides. 
Cette capacité à créer des espaces pourrait être liée au fait que dans ces conditions 
expérimentales, RW9 traverse la membrane. 
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A basse concentration et dans la membrane PC, le peptide RW9 entraîne une baisse de 
la quantité d’excimères et le rapport 
CPyLo 
CPyLd 
 reste stable. Il y a donc un réarrangement 
lipidique durant lequel les monomères du cholestérol-pyrène se redistribuent dans des 
domaines à caractère Lo et Ld (Figure 84). 
Nous pouvons suggérer que RW9 provoquerait une déstabilisation optimale de la 
membrane compatible pour un passage direct dans des domaines plus désordonnés. 
Ceci ne serait pas le cas ni pour R9, qui provoque une augmentation d’ordre, ni pour la 
pénétratine qui ne provoque pas assez de réarrangements dans la membrane dans ces 
conditions expérimentales.  
Au vu de ces résultats, nous pouvons postuler que, dans nos conditions expérimentales, 
une membrane plus désordonnée serait nécessaire pour l’internalisation de RW9 dans 
les vésicules. Il apparaît que la distribution du cholestérol serait modifiée pour ou 
pendant l’internalisation de ce peptide. Un rapport critique d’interface entre les 
domaines de type Lo et Ld semblerait être important pour que le peptide RW9 puisse 
traverser la membrane des LUV ce qui ne serait pas le cas de la pénétratine ni de R9. 
La structure amphipatique de RW9 pourrait également jouer un rôle en faveur de son 
passage à travers la membrane. Une liaison uniquement médiée par l’arginine ne serait 
pas suffisante (comme c’est le cas pour R9) dans nos conditions, alors qu’avec 
l’intervention du tryptophane, RW9 pourrait s’insérer d’une manière plus efficace pour 
traverser la membrane. 
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Figure 84. Effet global de R9 et RW9 sur les membranes PC. Lien entre les perturbations locales de la membrane et l’internalisation. 
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Le modèle membranaire que nous avons choisi au départ, avec des lipides de sources 
naturelles et donc avec différentes chaînes aliphatiques, prend en compte le fait que la 
membrane PC contient un certain pourcentage de lipides saturés. Le cholestérol peut 
donc se placer entre ces chaînes saturées. Les interfaces entre les domaines des types 
ordonné et désordonné peuvent être importantes pour l’internalisation du peptide 
comme serait le cas de RW9. L’importance d’avoir différents domaines pour avoir une 
internalisation a aussi été soulignée par Swiecicki et collaborateurs (J. Swiecicki et al. 
2015). Les auteurs suggèrent que la phase fluide au milieu de la phase ordonnée est 
nécessaire pour que l’internalisation puisse avoir lieu. Ces interfaces sont aussi 
assimilées à des sites de nucléation suggérés par Joanne et al. (Joanne et al. 2009). La 
membrane est composée de différents domaines, aux propriétés et compositions 
différentes. Ainsi, ce que suggèrent nos résultats, c’est que les discontinuités séparant 
ces domaines pourraient être des structures plus favorables à l’entrée des peptides.  
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Conclusions générales et perspectives 
 
Les travaux de cette thèse ont été menés afin de mieux comprendre les interactions 
entre différents peptides vecteurs et les membranes. Nous nous sommes intéressés aux 
effets des peptides sur l’organisation et la dynamique des lipides dans le but d’en savoir 
plus sur leur capacité d’internalisation. Nous avons donc mené des études biophysiques 
afin de collecter des données permettant d’en savoir plus sur les interactions entre les 
peptides vecteurs et les membranes. Nous avons d’abord cherché à comprendre l’action 
de la pénétratine sur l’organisation des phospholipides. C’est pourquoi nous nous 
sommes basés sur des résultats préalables de WAXD et de SAXD, complétés par des 
expériences de fluorescence du Laurdan et de calorimétrie. En second lieu, nous avons 
utilisé la sonde cholestérol-pyrène pour étudier la distribution du cholestérol dans des 
membranes et l’effet des peptides vecteurs (pénétratine, R9 et RW9) sur cette 
distribution.  Devant la complexité des membranes biologiques, nous avons décidé, tout 
en ayant conscience des limitations, d’utiliser des modèles membranaires composés de 
lipides naturels (ce qui permet tout de même d’être proche des membranes in vivo) pour 
mimer différents domaines ordonnés et désordonnés de la membrane.  
 
Réarrangements membranaires induits par la pénétratine 
 
Dans la première partie de nos travaux, nous avons montré que la pénétratine est 
capable de séparer les phases lamellaires dans les membranes et que ces nouvelles 
phases acquièrent de nouvelles propriétés thermiques. Sur des membranes modèles 
composées de lipides synthétiques, les expériences de calorimétrie ont montré que la 
pénétratine semble favoriser l’apparition et la stabilité de la phase gel-ondulée, puisque 
la température de pré-transition diminue et la température de transition augmente. Par 
ailleurs, les expériences avec la sonde Laurdan montrent que ce peptide induit une 
diminution de la compacité des lipides en phase gel et en phase liquide, mais modifie 
peu la phase gel-ondulée. Ceci indique que la pénétratine favorise le passage vers la 
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phase gel-ondulée hétérogène, c’est à dire avec des zones de fluidité locales (Almeida 
et al. 2016). 
Différents modèles d’organisation des lipides de la phase gel ondulée ont été proposés. 
Tardieu et al. ont proposé le premier modèle où les lipides sont inclinés par rapport à la 
normale de la membrane avec des ondulations périodiques (Tardieu, Luzzati, and 
Reman 1973a). Plus récemment, d’autres groupes ont suggéré que la phase gel ondulée 
est composée de deux arrangements lipidiques différentes. La phase gel ondulée serait 
donc hétérogène avec une partie gel inclinée et une partie plus fluide en alternance 
conduisant à la formation des ondulations (Heimburg 2000; Rappolt et al. 2000; 
Tenchov, Yao, and Hatta 1989). Ce dernier modèle de phase ondulée hétérogène est en 
accord avec nos résultats montrant que la pénétratine : 
• Induit la séparation de phases lamellaires ; 
• Favorise la transition vers la phase gel-ondulée. 
Nos résultats suggèrent donc que la pénétratine préfère la phase ondulée hétérogène, 
une fois que la décompaction de la membrane a été augmentée et qu’une séparation 
de phases a eu lieu. La capacité de la pénétratine à modifier l’organisation des lipides 
peut être un facteur important pour traverser les membranes plasmiques.  
Dans des membranes modèles, la pénétratine favorise la transition de la phase gel vers 
la phase gel-ondulée. Cependant, ce n’est pas la phase ondulée qui serait importante 
pour l’internalisation de la pénétratine, cette phase n’existant pas dans les membranes 
cellulaires in vivo, mais les changements induits par ce peptide dans l’organisation des 
lipides, qui entraînent une séparation des domaines dans la membrane.  
La pénétratine en contact avec la membrane créerait donc des domaines et les 
interfaces entre ces domaines pourraient être importantes lors de son passage à travers 
la membrane.  
Le peptide est suffisamment déstabilisant dans la bicouche lipidique ce qui pourrait 
engendrer des contraintes qui faciliteraient sa pénétration à travers la membrane 
plasmique. Pour une membrane biologique, la contrainte locale appliquée par la 
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pénétratine pourrait faciliter sa pénétration et l’interface entre les domaines radeaux, 
par exemple, pourrait être importante pour son internalisation. 
La démarche pour comprendre le réarrangement des lipides induits par pénétratine 
nous a obligé à utiliser des modèles simplistes, avec des limitations. Cependant, cela a 
permis de voir que la pénétratine favorise la séparation des phases avec des domaines 
différents, dont certains sont plus fluides que d’autres. L’étape suivante a été d’étudier 
plus particulièrement le mouvement du cholestérol induit par la pénétratine et d’autres 
peptides. 
 
Le cholestérol-pyrène comme sonde pour étudier la distribution du 
cholestérol dans la membrane 
 
La capacité de la sonde cholestérol-pyrène à caractériser les domaines contenant du 
cholestérol dans les membranes a été étudiée dans ce projet, en analysant les spectres 
de fluorescence du pyrène. Différentes longueurs d’onde ont été déjà étudiées pour la 
sonde cholestérol-pyrène (Laurent Le Guyader 2007), mais notre projet montre 
également l’importance d’autres longueurs d’onde pour étudier la dynamique du 
cholestérol dans des membranes ordonnées (Lo) et désordonnées (Ld). Nous avons donc 
pu définir les longueurs d’onde les plus adéquates pour caractériser les domaines à 
caractère Lo (373 nm) et Ld (379 nm) de la membrane. Ces longueurs d’onde ont été déjà 
cités comme étant des bandes vibroniques (Kalyanasundaram and Thomas 1977). Ainsi, 
la dynamique de la distribution du cholestérol sur les membranes a pu être analysée. Le 
cholestérol-pyrène sous forme de monomère peut être étudié avec le rapport 
𝟑𝟕𝟑
𝟑𝟕𝟗
, et 
sous forme d’excimères avec le rapport  
𝟒𝟕𝟒
𝟒𝟑𝟐
.  
Ainsi, nous avons observé la distribution du cholestérol-pyrène dans différentes 
membranes : Lo (SM/Chol), Ld (PC) et Lo-Ld (PC/SM/Chol). Pour les membranes plus 
ordonnées (SM/Chol), à froid, le cholestérol se trouve sous forme de multimères et 
monomères. Lors d’une augmentation de température, les lipides deviennent plus 
fluides et la membrane perd un peu de son caractère Lo. Il y a alors une faible montée 
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du nombre d’excimères car le cholestérol se concentrerait dans les zones Lo résistantes 
à la température. 
Pour les membranes PC (Ld) avec des chaînes acyle insaturées et saturées hétérogènes 
(45% de chaînes saturées), le cholestérol-pyrène à froid, se présente davantage sous 
forme de monomères avec quelques excimères. Une augmentation de la température 
provoque l’accumulation du cholestérol probablement dans des domaines contenant 
des lipides à chaînes acyle plus saturées. 
Par rapport aux membranes PC et SM/Chol, les membranes PC/SM/Chol présentent une 
coexistence des domaines Lo et Ld. Dans ces membranes, le cholestérol pyrène présente 
un comportement intermédiaire, ce qui est en accord avec la coexistence de domaines. 
Dans ces membranes, à basse température, le cholestérol-pyrène tendrait à s’insérer au 
niveau des lipides saturés des domaines Lo (formation d’excimères), mais il reste aussi 
dans des domaines plus fluides. À des températures plus élevées, le cholestérol-pyrène 
forme des excimères dans des zones plus ordonnées de la membrane.  
À faible concentration, le cholestérol-pyrène a le même comportement que le 
cholestérol et est donc mimétique (Laurent Le Guyader, Le Roux, Maze, et al. 2007). 
Parmi les autres sondes de cholestérol disponibles, elle semble être la meilleure car les 
autres présentent des structures qui provoquent un encombrement stérique important 
et sont donc plus éloignées du cholestérol. Grâce aux expériences réalisées avec des 
membranes de propriétés différentes (caractère Lo et Ld) et aux expériences de 
compétition entre le céramide et la sphingomyéline pour le cholestérol, nous avons pu 
établir que le cholestérol-pyrène est une sonde fluorescente fiable pour étudier les 
mouvements du cholestérol au sein de la membrane. 
Grâce au cholestérol-pyrène et à l’analyse multivariée, nous pouvons accumuler les 
données de différentes membranes de compositions connues. Ainsi il est d’abord 
possible d’accumuler ces données puis de générer un modèle afin de prédire la 
composition d’une membrane de composition inconnue, potentiellement une 
membrane cellulaire.  
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Pénétration des peptides pénétrants dans des LUV et leur effet sur 
l’organisation du cholestérol-pyrène dans les membranes 
 
L’internalisation de peptides vecteur (R9, RW9 et pénétratine) dans des LUV a été 
étudiée avec les trois membranes déjà citées (PC, SM/Chol et PS/SM/Chol).  
Dans nos conditions expérimentales, seule l’internalisation du peptide RW9 a eu lieu 
dans les LUV PC à 37°C et 50°C. RW9 a été internalisé dans les LUV PC/SM/Chol à 37°C 
après 3h d’incubation. Le degré de fluidité de la membrane semble être un paramètre 
important pour l’internalisation de RW9 car l’internalisation dans des LUV de 
PC/SM/Chol est similaire à celle ayant lieu dans des LUV PC alors que le peptide ne 
pénètre pas dans les vésicules SM/Chol. Les études d’anisotropie de fluorescence vont 
dans ce sens, montrant que RW9 est le peptide avec lequel le cholestérol-pyrène a une 
plus grande amplitude de mouvement. 
Afin de comprendre les raisons pour lesquelles seul le peptide RW9 a été internalisé 
dans les vésicules PC, nous avons analysé les changements dans les spectres du 
cholestérol-pyrène induits par les peptides sur les différentes membranes. Nous avons 
vu une réduction dans la quantité de cholestérol sous forme d’excimères pour les trois 
peptides. Le peptide R9 présente le moins d’excimères et parallèlement, augmente le 
rapport 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐨 
𝐂𝐏𝐲𝐋𝐝 
. R9 induirait donc la formation des domaines ordonnés les plus 
importants. En ce qui concerne RW9, il est celui qui a le plus augmenté le caractère 
désordonné de la membrane où se trouve le cholestérol. Il apparaît donc qu’une 
membrane plutôt fluide avec une réorganisation lipidique particulière peut être 
importante pour l’internalisation de RW9. Nous proposons que l’internalisation dans les 
LUV serait favorisée dans les membranes avec un rapport critique entre les domaines 
ordonnés et désordonnés. En effet, l’interface entre ces deux types de domaines 
pourrait être importante, et même être le site du passage de RW9 à travers la 
membrane.  
Provenant de lipides naturels, les membranes que nous avons étudiées, présentent des 
chaînes aliphatiques différentes. Même la membrane PC qui est fluide présente 45 % de 
chaînes acyle saturées. Le cholestérol se placerait à proximité des chaînes les plus 
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saturées où il crée de l’ordre en formant des domaines avec un certain caractère Lo. 
(Sezgin et al. 2017). Comme souligné plus haut, les interfaces entre les domaines créés 
par le cholestérol peuvent être importantes pour l’internalisation du peptide comme 
dans le cas de RW9. Cette hypothèse de passage par des nanodomaines, a été aussi 
suggérée dans la littérature où la présence de domaines désordonnés et ordonnés est 
nécessaire pour que l’internalisation puisse avoir lieu (Di Pisa, Chassaing, and Swiecicki 
2015; J. Swiecicki et al. 2014; J. M. Swiecicki et al. 2015). Les membranes biologiques 
sont des systèmes complexes, contenant une grande variété de lipides avec des chaînes 
saturées et plus ou moins insaturées, de longueur variable, ainsi que diverses protéines. 
Des constituants membranaires interagissent temporairement avec des molécules du 
milieu environnant provoquant des changements sur la membrane. Ainsi, la ségrégation 
de phases à l’intérieur d’une membrane est une conséquence directe de la complexité 
de sa composition moléculaire. Nous trouvons donc différents domaines dans les 
membranes et certaines associations de lipides forment des domaines radeaux (Rosetti, 
Mangiarotti, and Wilke 2017; Schmid 2017). Ces domaines ont été impliqués dans le 
transport et la signalisation membranaire (Pike 2004; Rosetti, Mangiarotti, and Wilke 
2017; Schmid 2017; Kai Simons and Gerl 2010) et pourraient être une voie d’entrée pour 
les CPP. Par exemple, Pae et collaborateurs ont montré que les CPP pénètrent plus 
efficacement dans les membranes quand elles sont dynamiques, et qui contiennent 
moins de cholestérol (Pae et al. 2014).  
En ce qui concerne les peptides, seul RW9 a été internalisé alors que sa seule différence 
avec R9 est la présence de trois résidus de tryptophane à la place des arginines, ce qui 
lui donne un caractère amphipathique en conformation d’hélice-𝛼. RW9 a un 
comportement similaire à R9 en dehors de la capacité d’augmentation de la fluidité de 
la membrane. Cette structure en hélice-𝛼 amphipatique pourrait être importante pour 
son internalisation. Witte et collaborateurs ont suggéré l’hypothèse que les chaînes 
latérales des tryptophanes peuvent interagir avec celles des résidus d’arginine afin de 
séparer ces dernières des têtes anioniques des lipides et ainsi de limiter leurs 
interactions. Ces interactions entre chaînes latérales des tryptophanes et des arginines 
pourraient accroitre la flexibilité de la membrane, ceci ayant pour conséquence de 
générer des fluctuations amenant à un passage du peptide (Witte et al. 2013). De plus, 
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RW9 a montré son fort potentiel en tant que CPP comparé à R9 et à la pénétratine  
puisqu’il rentre efficacement dans différentes cellules, comme les cellules tumorales 
NIH 3T3 ou les cellules ovariennes de hamster (I. D. Alves et al. 2009; Delaroche et al. 
2007, 2010; Witte et al. 2013). 
De véritables membranes cellulaires doivent être utilisées pour confirmer ce que nous 
avons observé sur les systèmes modèles. Une possibilité est d’envisager des études sur 
des vésicules géantes de membrane plasmique (GPMV) ou des sphères de membranes 
plasmiques (PMS) (Ofelia Maniti et al. 2012a). Ces vésicules géantes d’origine cellulaire 
ne contiennent pas d’organelles et leur morphologie sphérique permet l’observation 
des déformations engendrées dans la membrane par les peptides. Leur composition est 
très proche de celle de la membrane plasmique, mais ne contiennent pas d’éléments du 
cytosquelette cortical. Ces GPMV sont également sujets à des séparations de phases 
liquide ordonnée et désordonné (Baumgart et al., 2007; Keller et al., 2009; Lingwood et 
al., 2008). Ces vésicules ont été utilisés pour étudier la cinétique de pénétration de 
diverses CPP (Amand et al., 2011; Saalik et al., 2011) et leur utilisation pourrait 
constituer une suite logique dans ce projet.  Un prochain objectif est d’observer si ces 
membranes deviennent plus ou moins fluides après l’ajout des peptides, localiser le lieu 
de l’interaction (domaines Lo ou Ld) et étudier leur pénétration. Ensuite nous pourrions 
étudier le rôle d’autres lipides comme le PIP2. En parallèle, lier le peptide à une molécule 
d’intérêt thérapeutique serait fort souhaitable. 
 
Notre compréhension de l’internalisation de certains CPP 
 
Nos premiers résultats nous amènent à la conclusion que la pénétratine crée une 
séparation de phases dans la membrane, qui devient moins compacte. En outre, les 
résultats de l’internalisation dans les vésicules montrent que le CPP RW9 est internalisé 
dans des LUV composées de domaines désordonnés. Les résultats avec le cholestérol-
pyrène suggèrent que la membrane deviendrait plus fluide autour du cholestérol-
pyrène avec RW9. Ces conclusions nous conduisent à l’idée que certains CPP 
réarrangent les lipides membranaires ce qui permettrait leur internalisation. Pour la 
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pénétratine, comme RW9, la membrane deviendrait plus fluide. Ces réarrangements 
lipidiques en proportions adéquates créent différents domaines. Les interfaces entre les 
domaines pourraient être une porte d’entrée pour ces CPP, suite à la contrainte qu’ils 
engendrent sur la membrane (Figure 85). 
 
Figure 85. Représentation schématique de la réorganisation lipidique induite au préalable par 
RW9 pour l’internalisation du CPP en membrane PC.  
 
Le comportement de RW9 diffère selon la concentration. À basse concentration, il 
s’avère que R9 rend la membrane plus ordonnée que RW9. Cette différence pourrait 
être due au fait que RW9 peut acquérir une conformation en hélice-𝛼 amphipatique et 
interagir avec la membrane par la partie hydrophobe. Une hélice-𝛼 amphipatique a la 
capacité de pénétrer dans la bicouche (Brattwall, Lincoln, and Norde 2003; Rydberg et 
al. 2012; Walrant et al. 2011; Witte et al. 2013). À haute concentration, RW9 est capable 
d’augmenter la proportion de membrane ordonnée comme R9. Ceci pourrait être due à 
une saturation de la capacité de RW9 à s’insérer comme une hélice-𝛼 amphipatique qui 
commencerait donc à s’associer aux lipides par le côté arginines comme R9.  
Dans les conditions expérimentales d’internalisation dans les LUV, les peptides ont été 
utilisés à basse concentration (rapport P/L 1/100 mol/mol), donc le comportement de 
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RW9 s’éloignerait de celui de R9, ce qui pourrait expliquer leur différence 
d’internalisation. 
Afin de comprendre les réarrangements lipidiques qui ont lieu lors de l’interaction des 
peptides vecteurs avec les membranes, nous avons utilisé des modèles membranaires 
avec des lipides naturels. Il faudrait dans l’avenir à la fois complexifier la membrane en 
la rendant plus proche de ce que nous trouvons in vivo et complexifier le peptide en 
l’associant à une molécule cargaison afin de ne pas perdre de vue que la finalité est 
d’utiliser ses vecteurs comme agents de transport pharmacologique. 
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Matériels et Méthodes 
 
Ce chapitre s’organise autour de la présentation des matériaux et des méthodes 
utilisées dans cette thèse. Dans une première partie, nous allons préciser les protocoles 
de préparation des vésicules multi-lamellaires et unilamellaires. Nous préciserons 
ensuite les diverses techniques expérimentales comme la spectroscopie de fluorescence 
et les techniques calorimétriques. Nous en décrirons les éléments essentiels nécessaires 
à la bonne compréhension des résultats qui ont été présentés dans les chapitres 
précédents, et justifierons leur utilisation. Nous terminerons ce chapitre par une brève 
présentation du logiciel SIMCA® utilisé pour l’analyse de composants principaux des 
expériences réalisées. 
 
1. Préparation des membranes 
Les vésicules utilisées dans ce travail de thèse sont de deux types dépendant de 
l’utilisation qui en sera faite ultérieurement. Pour les expériences de calorimétrie 
différentielle, nous avons utilisé les vésicules multi-lamellaires alors que pour la 
spectrométrie de fluorescence, nous avons utilisé les vésicules uni-lamellaires. 
 
1.1. Vésicules multi-lamellaires pour la calorimétrie  
Les vésicules multi-lamellaires (MLV) pour les expériences de calorimétrie différentielle 
(Differential Scanning Calorimetry, DSC) ont été réalisées à partir d’une solution 
contenant 2 mg de lipides dissout dans 250 µL de chloroforme. Ensuite, les lipides ont 
été séchés sur un flux de diazote et placés 30 minutes sous un vide primaire. Puis, 2 ml 
de solution tampon HEPES (0,5 mM pH 7,4) ont été ajoutés en présence ou en absence 
de pénétratine avec le rapport de concentration peptide/lipide souhaité à savoir 1/50 
ou 1/10. 
Selon l’équipement utilisé pour les mesures de calorimétrie différentielle, deux 
protocoles différents ont été suivis : 
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• pour le calorimètre CSC,  les échantillons sont fortement agités au Vortex 
pour obtenir une suspension de MLV de concentration 1 mg/mL prête à 
l'emploi, 
• pour le calorimètre DSC 822 (Mettler Toledo) les suspensions de MLV ont été 
centrifugées dans une centrifugeuse Beckman pendant 30 minutes à 100 
000g à 20°C. Les MLV sont ensuite récupérées dans un volume final de 40 L 
du tampon. 
 
1.2. Vésicules unilamellaires pour la spectroscopie de fluorescence  
Les LUV sont préparées à partir d’une suspension de MLV. La suspension lipidique MLV 
est passée 21 fois à travers une membrane en polycarbonate de porosité 100 nm avec 
un Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids) (Lamazière et al. 2010; Zibouche et al. 2008). 
Les lipides ont été ajoutés dans les proportions souhaitées pour obtenir une suspension 
de 1 mg/mL dans la solution tampon. Pour la fluorescence du Laurdan, la concentration 
de la sonde était de 0,1% en poids. Pour les expériences de fluorescence avec du 
Cholestérol-Pyrène la concentration du Py-met-chol était de 1,8 ou 3,6 % en moles. 
Pour analyser l’effet de la température sur la distribution du cholestérol-pyrène, deux 
protocoles ont été utilisés : l’un au chauffage, l’autre au refroidissement. Les 
échantillons, d’abord conservés à 4°C, ont été introduits dans une cuvette en quartz et 
placés dans le fluorimètre. Pour le protocole du chauffage, la température augmente de 
10°C à 55°C : les spectres de fluorescence sont acquis à intervalles de 5°C. Pour le 
protocole de refroidissement, les échantillons ont d’abord été rapidement chauffés à 
55°C puis refroidis par paliers de 5°C jusqu’à 10°C dans le fluorimètre. Les spectres ont 
été également acquis à chacun des paliers isothermes. 
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2. Spectroscopie de fluorescence 
 
La spectroscopie de fluorescence est l’une des principales et plus prolifiques techniques 
utilisées dans ce travail de thèse. Aussi, nous allons présenter les points essentiels à la 
compréhension des développements et à l’analyse des résultats qui ont été présentés 
dans les chapitres précédents. Pour plus de précision sur la méthode, le lecteur est 
renvoyé en Annexe A où la théorie associée y est développée plus en profondeur. 
 
2.1. Généralités 
Suite à une excitation par absorption d’énergie, les molécules peuvent passer dans un 
état électronique d’énergie supérieure et émettre de la lumière au moment de 
retrouver leur état fondamental : il s’agit de la luminescence. L’excitation peut être par 
exemple engendrée par l’absorption de lumière ou provenir d’un mécanisme 
mécanique tel un frottement ou d’un mécanisme chimique. Si l’excitation provient de 
l’absorption d’un photon dont la longueur d’onde est dans le visible ou l’ultraviolet, il 
s’agit de photoluminescence. En fonction de la façon dont la désexcitation a lieu (retour 
à l’état fondamental), il y aura un phénomène de phosphorescence ou de fluorescence.  
La désexcitation par fluorescence est beaucoup plus rapide que celle par 
phosphorescence. Une molécule excitée par l’absorption d’un photon revient à son état 
fondamental spontanément ce qui peut provoquer ou non l’émission de fluorescence. 
En effet, l’émission de fluorescence n’est qu’une des voies de désexcitation parmi 
d’autres avec qui elle est en compétition et qui sont représentées sur la Figure 86.  
 
Figure 86 : Diverses voies de désexcitation après excitation d’une molécule par un photon 
d’énergie h (Valeur, 2001).  
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2.1.1. Les paramètres physiques liés au processus de fluorescence 
Plusieurs caractéristiques liées au processus de fluorescence jouent un rôle essentiel 
dans les analyses des spectres de fluorescence : 
• Le rendement quantique de fluorescence défini comme le rapport entre le 
nombre de photons de fluorescence émis sur le nombre de photons 
absorbés. Il rend compte aussi de la compétition entre les différentes voies 
de relaxation d’une molécule excitée. Ainsi, tout processus qui modifie la 
durée de vie de l’état excité va impacter le rendement quantique de 
fluorescence de la molécule. 
• L’intensité de fluorescence idéale IF est l’intensité pour laquelle ne sont pas 
comptées les pertes induites par les phénomènes de réabsorption de la 
radiation émise. Si on appelle AT le facteur d’absorption totale, il est montré 
que pour des absorbances faibles, AT, et donc l’intensité de fluorescence sont 
proportionnels à la concentration de l’échantillon. 
• La durée de vie de fluorescence est également une caractéristique propre à 
chaque molécule. Elle est égale à la durée de vie moyenne de l’état excité 
singulet S1 (voir Annexe A). Plus la durée de vie est courte, plus la sensibilité 
du fluorophore sera bonne car plusieurs excitations successives seront 
possibles car il va revenir rapidement dans son état fondamental pour être à 
nouveau excité. 
D’autres éléments directement liés au milieu dans lequel l’interaction se déroule 
modifient les spectres de fluorescence : 
• l’environnement des molécules, 
• l’effet d’extinctionde fluorescence (quenching). 
 
2.1.2. Effet de l’environnement : 
Tout ce qui perturbe les transitions électroniques comme par exemple une variation de 
pH (Rusinova et al. 2002), de la polarité du solvant (Casey and Quitevis 1988), ou encore 
les interactions intermoléculaires va avoir une influence sur la fluorescence (Valeur 
2001). La viscosité (Moog et al. 1982) et la température vont aussi avoir une influence. 
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Ainsi, la fluorescence permet de s’intéresser à l’étude des structures en biologie 
(Diaspro et al. 2000) et des mécanismes cellulaires (Klonis et al. 2002). Le temps de 
corrélation permet entre autres de déterminer la viscosité intracellulaire (Fushimi and 
Verkman 1991). La fluorescence permet aussi d’étudier le confinement de 
chromophores dans des structures poreuses (Gavilan et al. 2005) ainsi que les 
interactions intermoléculaires (Alcala, Gratton, and Prendergast 1987; Hovius et al. 
2000).  
 
2.1.3. Extinction de fluorescence 
L’ extinction de fluorescence fait référence aux phénomènes qui entraînent une baisse 
de l’intensité de fluorescence voir une exctinction. Les raisons de cette baisse d’intensité 
ont des origines diverses (Lakowicz 2006) : 
• cinétique (ou dynamique) : Le rendement quantique et la durée de vie peuvent 
diminuer notamment quand l’une des constantes de vitesse du modèle cinétique 
de relaxation de l’état excité change ou quand un autre type de désexcitation a 
lieu comme une séparation de charges. Lorsque certains fluorophores entrent 
en contact avec une molécule telle que l’oxygène, il est possible d’observer ce 
type de phénomène (Hübner et al. 2001). L’extinction de fluorescence dépend 
alors de la probabilité de rencontre entre la molécule d’oxygène et le 
fluorophore. Une autre possibilité est un transfert d’énergie de fluorescence non 
radiatif (voir Annexe A).  
• non cinétique (ou statique) : dans ce cas, c’est une baisse du nombre de 
molécules éméttrices qui est la cause de la baisse d’intensité de fluoresence. Ceci 
est associé à une chute du rendement quantique de fluorescence. Cependant, 
les constantes cinétiques de relaxation de l’état excité restent inchangées tout 
comme la durée de vie de fluorescence. Ceci peut avoir lieu lors de la formation 
d’un complexe non fluorescent (Vaiana et al. 2003) comme entre une molécule 
de tryptophane et des dérivés de rhodamine ou de fluorescéine (Marmé et al. 
2003). La diminution de la fluorescence peut aussi être causée par une 
photodégradation de l’échantillon mais ceci n’entraîne pas toujours une 
exctinction totale de la fluorescence. 
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2.2.  Les fluorophores 
 
2.2.1. Définition  
Les sondes de fluorescence représentent l’un des éléments majeurs de la spectroscopie 
de fluorescence. Les résolutions temporelles et en longueur d'onde requises pour les 
instruments sont déterminées par les propriétés spectrales des fluorophores. De même, 
les informations disponibles dans les expériences sont déterminées par les propriétés 
de ces sondes. Seules les sondes présentant une anisotropie non nulle peuvent être 
utilisées pour mesurer la diffusion en rotation et la durée de vie du fluorophore doit être 
comparable à la durée d'intérêt de l'expérience. Seules les sondes sensibles au pH 
peuvent être utilisées pour mesurer le pH. Et seules les sondes avec des longueurs 
d'ondes d'excitation et d'émission raisonnablement longues peuvent être utilisées dans 
les tissus qui présentent une auto-fluorescence à de courtes longueurs d'onde 
d'excitation. On distingue deux catégories principales de fluorophores dont les 
propriétés spectrales jouent sur la résolution en longueur d’onde : les intrinsèques et 
les extrinsèques. Les premiers sont des molécules se trouvant naturellement dans 
l’échantillon comme par exemple des acides aminés aromatiques, des dérivés du 
pyridoxyle ou de la chlorophylle ou encore des flavines. Les fluorophores extrinsèques 
sont utilisés pour donner de la fluorescence à un échantillon qui n’en produit pas ou 
pour en changer les propriétés spectrales. On peut citer par exemple la fluorescéine, la 
rhodamine ou le pyrène (Lakowicz 2006). 
 
2.2.2. La sonde Laurdan 
Dans cette étude, la compacité des lipides des membranes a été évaluée en utilisant la 
sonde fluorescente Laurdan. Cette molécule, synthétisée en 1979 par Weber et Farris 
(A. T. Jones and Sayers 2012; Weber and Farris 1979) n’interagit pas avec les composants 
des membranes lipidiques à la différence des autres molécules alors utilisées.  
La fluorescence du Laurdan provient de la présence d’un groupe naphtalène. Une chaîne 
acyle de 10 carbones est greffée sur ce groupe (Figure 87).  
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Figure 87.  Structure du Laurdan. 
 
2.2.3. Le Cholestérol-Pyrène  
La fluorescence du pyrène (Figure 88) a été utilisée pour l'étude des modèles 
membranaires, des membranes biologiques et de cellules entières, et tout 
particulièrement pour l'étude de la microviscosité membranaire et des transitions des 
bicouches lipidiques. 
 
Figure 88. Représentation de la sonde Py-Met-Chol. Le pyrène est la partie composée de 
quatre anneaux aromatiques à droite. 
 
Quand deux ou plusieurs molécules de pyrène s’approchent suffisament, le pyrène peut 
former des excimères intermoléculaires (Parker 1968). Quand une molécule de pyrène 
dans un état excité entre en contact avec une deuxième molécule de pyrène stable, il 
peut former un excimère. 
Lorsque l’excimère se désactive par émission de fluoresence, une large bande dont le 
maximum se situe autour de 480 nm est observée. Cette bande est très différente de 
celles obtenues par l’émission du monomère de pyrène. En effet celui-ci émet entre 365 
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et 420 nm avec une forme caractéristique. Le mécanisme de formation d'excimères du 
pyrène est schématisé sur la Figure 89. 
 
Py-Chol : Cholestérol-pyrène ;  
Py-Chol* : Cholestérol-pyrène excité (monomère) ;  
(Py-Chol ... Py-Chol)* : excimère;  
I0 : lumière absorbée; 
lM et lE : intensités de fluorescence du monomère et de l'excimère; 
ko et kI : constantes de réaction liées au déclin radiatif du monomère et de l'excimère excités;  
ka et kd : constantes d'association et de dissociation de l'excimère. 
Figure 89. Mécanisme de fluorescence et de la formation d'excimères intermoléculaires du 
pyrène (cholestérol-pyrène utilisé dans cette étude). 
 
Des processus non radiatifs peuvent désactiver les états excités Py-Chol* et (Py-Chol ... 
Py-Chol)*. 
L'excimère (Py-Chol ... Py-Chol)* est un un complexe présent uniquement à l'état excité. 
La vitesse de formation de ce complexe est déterminée par la diffusion latérale d’un 
pyrène à l'état excité et de son rapprochement avec un pyrène à l'état fondamental. 
Ainsi sa formation est très influencée par la viscosité du milieu (Parker 1968). 
Les excimères peuvent apparaitre sous différentes formes. Un monomère donné A1 peut 
s’associer à n’importe lequel des complexes déjà formés parmi les Ai molécules 
présentes. Les espèces A1, A2, A3... An correspondent aux différents états d’agrégation 
des molécules de l’espèce chimique A, soit : des monomères, dimères, trimères... n-
mères. 
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Coefficient de diffusion du pyrène dans les bicouches lipidiques 
Le coefficient de diffusion moyen peut être obtenu en mesurant les intensités de 
fluorescence  de Py-Chol* et de (Py-Chol ... Py-Chol)*. En effet, comme nous l’avons 
rappelé, la réaction de Py-Chol* avec Py-Chol dépend de la viscosité du milieu. Moins le 
milieu est visqueux, plus la vitesse de rapprochement de Py-Chol vers Py-Chol* 
augmente et ainsi la désactivation de Py-Chol* par Py-Chol sera importante. 
La durée de vie de la fluorescence du pyrène est assez grande pour permettre  la 
formation d’excimères à des concentrations relativement faibles. La durée de vie de 
l'état excité est dépendente du rapport des concentrations entre les lipides 
membranaires et le pyrène.  
Les coefficients de diffusion latérale dans les bicouches lipidiques peuvent ainsi être 
obtenus grâce au pyrène en utilisant le déclin de fluorescence (Dembo et al. 1978; 
Vanderkooi et al. 1975), les rapports d'intensité entre les excimères et les monomères 
(Galla et al. 1979) ou l'inhibition de fluorescence (Viallet, Serrou, and Rosenfeld 1985).  
L'émission d'excimères du pyrène a été appliquée essentiellement à des membranes 
érythrocytaires (Donner, Andre, and Bouchy 1980; Schachter, Cogan, and Abbott 1982) 
ou à d'autres systèmes tels que les suspensions mitochondriales (Vekshin 1987), les 
lymphocytes (Kido et al. 1980) ou la membrane plasmique du foi de rat (Luly, Crifo and 
Strom 1979). 
La fluorescence du pyrène a été utilisée pour étudier les interactions entre le virus de 
stomatite vésiculaire et des membranes synthétiques (Pal, Barenholz, and Wagner 
1988) ou encore les échanges spontanés des phospholipides entre les deux bicouches 
de la membrane (Roseman and Thompson 1980). 
  
La spectroscopie d’absorption et d’émission du pyrène 
Les spectres d’absorption et d’émission de fluorescence du pyrène monosubstitué (cas 
du Py-met-chol) sont similaires à ceux du pyrène. La Figure 90 présente le signal de 
fluorescence du pyrène alors que la Figure 91 présente les spectres d’absorption et 
d’émission de la sonde Py-met-chol dans du dioxane. On peut y observer les bandes 
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vibrationnelles des trois transitions électroniques des états singulets excités (S0  S1, S0 
 S2 et S0  S3).  
 
Figure 90.  Spectre de fluorescence du pyrène 1 μM dans du cyclohexane à 25°C. Excitation à 
330 nm.  
 
Figure 91. Spectres d’absorption (noir) et d’émission de fluorescence (gris) du Py-met-Chol 1 
mM dans du dioxane à température ambiante. Le spectre d’absorption entre 353-389 nm 
(pointillé) est amplifié 10 fois (extrait de (Laurent Le Guyader 2007)). 
 
Comme pour le pyrène, le spectre d’émission de fluorescence du cholestérol-pyrène 
possède différentes bandes vibrationelles qui sont relatives aux désexcitations 
radiatives entre le premier état singulet excité et l’état fondamental du monomère de 
pyrène (S1 S0) et ses niveaux d’énergie vibrationnelles 𝜈 (Figure 91).  
Seuls 5 pics resultant des 16 bandes vibroniques recensées dans le spectre du 
monomère du cholestérol-pyrène sont assez résolus (Kalyanasundaram and Thomas 
1976).  Ce sont les pics suivants : I1 (~ 376 nm), I2 (~ 384 nm), I3 (~ 388 nm), I4 (~ 393 
nm) et I5 (~ 399 nm).  
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L’intensité de la bande de plus haute énergie en fluorescence I1 (transition radiative S1 
𝜈 = 0  S0 𝜈 = 0 ou 0 - 0) et qui coïncide avec la bande de la plus basse énergie en 
absorption (Bree and Vilkos 1964), varie avec la polarité (A. Nakajima 1976). Plus le 
solvant est polaire plus la structure vibrationnelle du spectre est perturbée 
(Kalyanasundaram and Thomas 1977). Kalyanasundaram et al. ont également remarqué, 
en utilisant 39 solvants différents, que la bande I1 est celle qui présente la variation 
d’intensité la plus importante. La bande I3 (transition radiative S1 𝜈 = 0  S0 𝜈 = 2 ou 0 - 
2) est beaucoup moins sensible. Ce qui impacte le plus les variations des bandes sont les 
interactions soluté-solvant de type dipôle-dipôle à l’état excité. En effet, ces interactions 
agissent sur la symétrie de la molécule ce qui a pour effet d’augmenter l’intensité de la 
bande I1. Des comportements semblables ont été observés pour des dérivés du pyrène 
comme le 1-méthylpyrène. Karpovitch et Blanchard (Karpovich and Blanchard 1995) ont 
montré que les variations d’intensité de la bande I1 sont causées par un couplage 
vibrationnel entre l’état excité faiblement autorisé S1 et l’état excité fortement permis 
S2. Ainsi la mesure du ratio d’intensité I1/I3 pourrait servir à évaluer la polarité de 
l’environnement du pyrène ou de ses dérivés dans des les membranes. 
En étudiant les durées de vie de fluorescence de l’excimère dans des liposomes de 
DODAC (chlorure de diestearyldimethylammonium) il a été montré (Pansu et al. 1993) 
que la probabilité d’avoir des excimères est plus importante si la concentration locale 
en pyrène augmente. En outre, l’intensité de la bande excimère IE est d’autant 
importante que la probabilité de former des excimères est grande. La mesure du rapport 
IE/I3 dans des membranes permettrait ainsi d’avoir une information sur la diffusion du 
pyrène (dans le cas où la bande I3 serait proportionnelle à la concentration en sonde). 
La formation d’excimères nécessite que les deux molécules de pyrène soient parallèles 
et proches d’environ 0,4 nm (F. Winnik 1993). C’est pourquoi la formation d’excimères 
est régulièrement observée dans les membranes. Les propriétés du pyrène ont permis 
de mesurer la diffusion latérale et transversale du 1-palmitoyl-2-pyrènedécanoyl-
phosphatidylcholine et de l’acide pyrène-décanoique dans des liposomes. De même les 
températures de transition de phase gel  fluide ont également pu être déterminées 
(Galla and Hartmann 1980).  
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Solubilité dans les membranes modèles de phospholipides 
Sensibilité du groupement pyrène à la polarité de l’environnement 
Le solvant influe sur la vitesse des réactions, sur la position d’un équilibre chimique ou 
encore sur la position et la largeur des bandes spectrales.  
Cela fait que les états fondamental et excité d’un fluorophore sont plus ou moins 
stabilisés par les molécules du solvant. Les interactions entre les molécules de soluté et 
de solvant sont determinées par les moments dipolaires des molécules et par leur 
polarisabilité. Les interactions entraînées par la polarisabilité des molécules sont des 
interactions de type dipôle-dipôle induit. On rappelle que la polarisabilité consiste en la 
création d’un moment dipolaire induit (et temporaire) dans une molécule par une autre 
molécule. La polarité reflète tous les types d’interaction entre les molécules de solvant 
et de soluté. Ainsi, il existe diverses grandeurs pour caractériser la polarité (Laurent Le 
Guyader 2007).  
 
Tableau 9. Valeurs dans un ordre croissant des rapports de fluorescence I1/I3 du pyrène dans 
différents solvants (extrait de (Laurent Le Guyader 2007)). 
 
Effet de la polarité sur les bandes vibroniques  
Les intensités des bandes vibroniques peuvent être fortement impactées par la polarité 
du solvant connu sous le nom d’effet Ham (Akira Nakajima 1971). En effet dans des 
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molécules telles que le benzène, le pyrène, le naphatlène ou encore le triphénylène, la 
transition de plus basse énergie (S0  S1) peut être interdite pour des raisons de 
symétrie, ces molécules étant aromatiques et présentant un haut degré de symétrie.  
Comme nous l’avons rappelé précédemment, les spectres de fluorescence du pyrène 
permettent d’estimer la polarité des solvants en mesurant le rapport des intensités des 
bandes I1/I3. Dans les composés hydrocarbonés ce rapport varie d’environ 0,6 et de 2 
dans le diméthylsulfoxyde. Ces valeurs permettent de constituer une échelle de polarité, 
l’échelle Py (Valeur 2001). La Figure 92 illustre ces variations spectrales du pyrène pour 
divers solvants (Kalyanasundaran and Thomas 1977). 
 
 
Figure 92. Spectres de fluorescence du pyrène dans l'hexane, le n-butanol, le méthanol et 
l'acétonitrile montrant l’influence de la polarité du solvant sur les intensités des bandes 
(longueur d'onde d'excitation 310 nm) (extratit de (Kalyanasundaran and Thomas 1977)). 
  
Le Guyarder et al. ont montré que le cholestérol et le Py-met-chol ont un comportement 
membranaire très proche pour des concentrations faibles (typiquement en-dessous de 
5 mol%). En effet, l’augmentation de la concentration en stérols dans une membrane 
entraîne une chute de la température de transition et la disparition de la pré-transition 
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par DSC (Figure 93.). Dans le cadre de cette thèse, les concentrations utilisées sont donc 
1,8 mol% et 3,6 mol%. La réponse de la sonde Py-met-chol permet d’étudier 
l’environnement du cholestérol dans les membranes biologiques naturelles et les 
membranes modèles. Elle permet d’accéder à la distribution latérale du cholestérol.  
 
Figure 93. Étude comparative de DSC sur des suspensions de MLV de DPPC contenant 0 ; 2,1 ; 
5 ; 10 ; 15 et 20 mol% de cholestérol ou de Py-met-chol (Laurent Le Guyader, Le Roux, Maze, et 
al. 2007). 
 
2.2.3. La sonde fluorescente NBD  
Pour choisir le fluorophore adapté pour étudier l’internalisation des CPP, il est important 
de tenir compte des longueurs d'ondes d'absorption et d'émission des acides aminés. 
Le fluorophore doit avoir des spectres d'absorption et d'émission qui ne chevauchent 
pas ceux des acides aminés. 
La sonde NBD (4-nitrobenzo-2-oxa-l,3-diazole) (Figure 94) est couramment utilisée pour 
faire des études de fluorescence. Selon la littérature, les positions des principales raies 
des spectres d'absorption et d'émission du NBD sont respectivement d'environ 470 nm 
et 540 nm et dépendent de l'acide aminé auquel il est lié. Ces longueurs d'onde 
conviennent pour faire des études de fluorescence puisqu'elles ne se superposent pas à 
celles des acides aminés.  
 
Matériels et méthodes 
 217 
 
Figure 94 Structure de la sonde NBD. 
 
2.3.  La fluorescence comme outil d'investigation de la fluidité et de l'ordre membranaire 
L’état de la compacité des lipides des vésicules lipidiques (LUV) formées en présence ou 
en absence de la molécule d’intérêt a été évalué en utilisant la sonde fluorescente 
Laurdan, et aussi, par la mesure de l’anisotropie du cholestérol pyrène. 
 
2.3.1. Par fluorescence de la sonde Laurdan 
Le Laurdan est une molécule fluorescente qui permet d’évaluer l’ordre dans les 
membranes. Il a la propriété d’avoir une fluorescence sensible à la polarité de son 
environment et donc au degré d’hydratation des membranes (Jameson and Weber 
1998). Sa fluorescence provient d’un groupement naphtalène qui est rattaché à une 
chaîne acyle de 10 carbones.  
Cette chaîne acyle qui s’insère dans les bicouches lipidiques, permet au laurdan de 
s’ancrer dans les membranes dans les phases gel et liquide. Les propriétés de 
fluorescence du Laurdan ainsi que son ancrage profond permettent d’évaluer la 
compacité au niveau des chaînes alcyle des membranes lipidiques. 
Quand le Laurdan est excité, le dipôle s’accroît ce qui provoque une réorientation des 
dipôles des molécules d’eau autour du naphtalène. Le spectre d’émission de la sonde se 
décale alors vers le rouge. Ce décalage vers le rouge est d’autant plus important que 
l’accessibilité au solvant est importante. 
Le Laurdan, excité à 360 nm, a deux longueurs d’onde d’intensité maximales d’émission 
(435 nm et 490 nm) relatives à une organisation de la membrane en phase gel pour 435 
nm et à une organisation en phase liquide pour 490 nm.  Parasassi et Gratton ont alors 
introduit le paramètre appelé Polarisation Généralisée (GP) (Parasassi and Gratton 
1995) défini par : 
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𝐺𝑃 = 
𝐼𝐵 − 𝐼𝑅
𝐼𝐵 + 𝐼𝑅
 
avec IB et IR étant les intensités de fluorescence respectivement dans le « bleu » et le 
« rouge » (435 et 490 nm). La valeur de GP varie d’une valeur maximale positive 1 qui 
dépend des hypothèses du modèle utilisé (pas d’effet de solvant, membrane en phase 
gel, très ordonnée) à une valeur négative minimale -1 (exposition complète à l’eau de 
l’environnement, membrane fluide, desordonnée) (Sanchez et al. 2007).  
 
2.3.2. Par fluorescence polarisée :  
Lorsqu’un fluorophore est excité par une lumière polarisée, il absorbe 
préférentiellement les ondes lumineuses dont le vecteur de polarisation est parallèle à 
son moment de transition dipolaire d’absorption. Il y a donc une photosélection quand 
une molécule est éclairée par une lumière polarisée. L’orientation des photons émis 
dépend aussi du moment dipolaire de la molécule ce qui fait que l’émission de 
fluorescence peut devenir anisotrope. La dépolarisation de fluorescence trouve son 
origine dans plusieurs mécanismes dont l’importance dépend du système étudié. 
Cependant, la principale cause de dépolarisation est la rotation par diffusion des 
fluorophores (Figure 95). En raison du mouvement brownien des molécules en solution, 
le système revient petit à petit dans un état isotrope. 
 
Figure 95. Effet de la rotation par diffusion sur la polarisation de la lumière. 
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En observant l’émission de fluorescence avec un polariseur, la quantité de molécules 
orientées suivant l’axe du polariseur peut être déterminée.  Une mesure de polarisation 
de fluorescence consiste donc à exciter une molécule par une lumière polarisée et à 
observer l’émission le long des axes parallèle et perpendiculaire à la direction de 
polarisation de l’excitation. 
Le degré de polarisation P et l’anisotropie r d’une molécule fluorescente sont définis par 
les relations : 
𝑃 = 
𝐼∥ − 𝐼⊥  
𝐼∥ + 𝐼⊥  
 
Équation 1 
et                                                                 𝑟 = 
𝐼∥ − 𝐼⊥  
𝐼∥ + 2 𝐼⊥  
 
Équation 2 
avec  𝐼∥  et 𝐼⊥ l’intensité de fluorescence respectivement suivant l’axe parallèle et l’axe 
perpendiculaire à la direction de polarisation de l’excitation. 
Ces rapports dépendent de la vitesse de réorientation des molécules en solution et donc 
l’anisotropie évolue avec le temps. L’anisotropie 𝑟(𝑡) en fonction du temps s’écrit : 
𝑟(𝑡) =  
2
5
𝑒
−𝑡
𝜃𝑟 (
3 cos2 𝜉 − 1
2
) 
Équation 3 
avec r le temps de corrélation rotationnel de la molécule en solution, et ξ l’angle que 
font les moments de transition dipolaire, d’absorption et d’émission du chromophore. 
Soit 𝑟0 la polarisabilité que peut présenter la molécule : 
𝑟0 = 
2
5
(
3 cos2 𝜉 − 1
2
) 
Équation 4 
 
 
 
 
 220 
L’équation 3 peut alors s’écrire de la façon suivante : 
𝑟(𝑡) = 𝑟0 𝑒
−𝑡
𝜃𝑟  
Équation 5 
 
𝑟0 est une propriété intrinsèque de la molécule, elle dépend de la valeur de ξ. Si les 
moments de transition d’absorption et d’émission sont parallèles (ξ = 0°) ou 
perpendiculaires (ξ = 90°),  𝑟0 varie alors entre 0,4 et -0,2. 
Dans le cas d’une sphère, le temps de corrélation 𝜃𝑟 est inversement proportionnel à la 
viscosité 𝜂 du système, comme le montre l’Équation 6 : 
1
𝜃𝑟
∝ 
𝑘𝐵𝑇
8𝜋𝜂𝑅3
 
Équation 6 
avec :  
• 𝑇 la température, 
• 𝜂 la viscosité́ du milieu, 
• 𝑅  le rayon de la sphère, 
• 𝑘𝐵 la constante de Boltzman. 
Cette équation montre qu’il est possible d’obtenir une information sur la viscosité du 
système car on peut mesurer le coefficient d’anisotropie 𝑟(𝑡). 
Dans notre cas, nous avons analysé l’anisotropie de la sonde Cholestérol-Pyrène dans 
des membranes de différentes compositions lipidiques. 
 
2.4. Mise en œuvre des techniques de spectroscopie de fluorescence : 
 
2.4.1. Matériel utilisé : 
Les mesures de fluorescence ont été réalisées avec un fluorimètre JASCO (modèle FP-
8300 (Figure 96). 
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Figure 96. Fluorimètre JASCO. 
 
2.4.2. Détails de l’expérience de fluorescence du Laurdan 
La sonde Laurdan (Figure 97.B) a été utilisée afin d'étudier l'effet de la pénétratine sur 
la compacité des lipides dans la membrane. 
 
Figure 97. (A) Spectres d’émission du Laurdan. (B)  Structure et orientation de la molécule de 
Laurdan à l’intérieur de la membrane. 
 
La Figure 97.A présente le spectre d’émission du Laurdan dans deux conditions 
différentes. La courbe violette présente le pic d’émission d’une phase compacte (gel ou 
liquide très organisée), tandis que la courbe verte présente le pic d’émission d’une phase 
liquide désorganisée.  
La longueur d’onde d’excitation a été fixée à 365 nm avec une bande passante de 5 nm. 
Pour les mesures des spectres d’émission, la largeur de bande passante a été fixée à 2,5 
nm. Le spectre d’émission a été mesuré entre 400 et 650 nm en présence et en l’absence 
de pénétratine avec différents ratios molaires pénétratine/lipide (1/10 et 1/25) sur des 
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LUV de DMPC et DMPC/DMPG (9/1) contenant du Laurdan à 0,5 % mol. La température 
du système était contrôlée par un dispositif à effet Peltier. 
La valeur du coefficient GP pour le Laurdan a été mesurée dans des LUV de différentes 
compositions lipidiques à une concentration de 110 μM.  
La compacité de la membrane est analysée en calculant la valeur de GP grâce à 
l’équation : 
𝐺𝑃 = 
(𝐼430 − 𝐼485)
(𝐼430 + 𝐼485)
 
Dans cette équation, I430 et I485 représentent, respectivement, l’intensité de la raie située 
à 430 nm et 485 nm. 
Et la variation  GP liée à la modification de GP en présence de pénétratine a été définie 
comme suit : 
𝛥𝐺𝑃 = 𝐺𝑃𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑝é𝑛é𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑒 − 𝐺𝑃𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 
L'interaction de la pénétratine a donc été étudiée avec des membranes DMPC et 
DMPC/DMPG (rapport 9/1 avec DMPG qui apporte une charge négative) organisés en 
différentes phases :  
T = 9°C T=15°C T=30°C 
Phase gel Phase gel ondulée Phase liquide 
 
En présence de DMPG, la charge négative augmentant l'affinité de la pénétrative avec 
la membrane, l’effet de la pénétratine sur la compacité est donc plus important.  
 
2.4.3. Détails de l’expérience avec le Cholestérol-Pyrène 
Les spectres d'émission ont été mesurés de 360 à 600 nm en utilisant une longueur 
d'onde d'excitation à 335 nm. Les bandes passantes d'excitation et d'émission ont été 
fixées à 5 nm et 2,5 nm respectivement. 140 µL de tampon contenant 10 µL de LUV (0,25 
mg/mL) ont été ajoutés dans une cellule Hellma en quartz de haute précision. La 
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température est régulée par un dispositif à effet Peltier. Les spectres ont été obtenus 
en dupliquant les mesures et en réalisant leur moyenne, et le tampon a été soustrait. 
Les spectres ont ensuite été normalisés par l'intégrale.  
L'anisotropie de fluorescence a été caractérisée en utilisant la relation : 
 𝑟 =  
𝐼𝑉𝑉− 𝐺 𝐼𝑉𝐻
𝐼𝑉𝑉 + 2𝐺 𝐼𝑉𝐻
   
dans laquelle le facteur de correction G défini par le rapport 
𝐼𝐻𝑉 
𝐼𝐻𝐻 
  a été déterminé pour 
toutes les longueurs d’onde, et les intensités 𝐼𝑉𝑉   et  𝐼𝑉𝐻  sont les intensités d'émission 
avec des polariseurs dans différentes configurations (excitation-émission : V pour 
Vertical et H pour Horizontal, le 1er et le 2ème indices correspondent respectivement à 
l’orientation du polariseur à l’excitation et à l’émission) .  
 
2.4.4. Internalisation des peptides dans des LUV  
L’émission de fluorescence des peptides marqués au NBD ont été enregistrés à 555nm 
à la température de 35°C ou 50°C, contrôlée par un dispositif Peltier associé à un bain 
de mini-circulation JASCO MCB-100. Une lampe au xénon a été utilisée comme source 
d'excitation à 460 nm et les largeurs des bandes passantes d'excitation et d'émission ont 
été réglées à 5 nm. Pour éviter l'adsorption des peptides sur les parois de la cuve, des 
cuvettes en polystyrène ont été utilisées. Pendant les mesures, les solutions ont été 
agitées avec un barreau magnétique tournant à 800 rpm. 
Pour les expériences d'internalisation, des LUV non marqués (10 µM) ont été utilisés 
avec des CPP marqués avec du NBD (Figure 98.) à une concentration de 0,1 μM.  
Pour mesurer l’internalisation des peptides (R9, RW9 et pénétratine) dans des LUV, des 
peptides ont été incubés avec les LUV à 35°C ou 50°C pendant 5 min, 1h ou 3h. Les LUV 
ont été préparés comme nous l’avons expliqué dans ce chapitre. Les LUV étudiés pour 
l’internalisation sont : PC d’œuf pour mimer une phase liquide désordonnée, SM/Chol 
pour mimer une phase liquide ordonnée et PC/SM/Chol pour mimer une membrane 
avec coexistence de phases ordonnée et désordonnée. Pour ces expériences le rapport 
P/L est égal à 1/100. 
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Pour quantifier le peptide internalisé dans les LUV, nous avons utilisé le protocole décrit 
par (J. M. Swiecicki et al. 2015). Nous effectuons une réduction du NBD par addition de 
dithionite à 20°C pour éliminer la fluorescence des peptides non internalisés dans les 
LUV. Ensuite, la mellitine est ajoutée pour provoquer l’accès du dithionite à l’intérieur 
des vésicules et donc mesurer la perte de fluorescence des peptides vraiment 
internalisés. La fluorescence résiduelle correspond donc à des peptides restant associés 
aux membranes et protégés de l’action du dithionite (de Oliveira et al. 2017). Le schéma 
Figure 98. ci-dessous montre le protocole de l’expérience. 
 
Figure 98. Schéma pour le protocole d’internalisation utilisé pour l’internalisation de peptides 
dans les LUV. 
3. Diffraction des rayons-X 
 
3.1. Introduction 
Les expériences de diffraction aux grands angles (WAXD pour Wide Angle X-Ray 
Diffraction) et aux petits angles (SAXD pour Small Angle X-Ray Diffraction) présentées 
dans cette thèse ont été réalisées avant mon arrivée au laboratoire par le Dr Antonin 
Lamazière. Cependant, comme elles sont nécessaires pour comprendre la démarche de 
mes propres expériences et pour en analyser les résultats, ces techniques sont 
présentées en Annexe B. 
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3.2. Détails des expériences 
Les expériences de diffraction (SAXD et WAXD) ont été effectuées au Synchrotron 
Radiation Source de Spring8 (Japon). Le but était d’étudier les effets de la pénétratine 
sur la séparation de phases des phospholipides et sur la stabilité thermique de la 
membrane. Les échantillons ont été préparés en dissolvant les lipides dans un mélange 
de chloroforme et méthanol (ratio 2/1 en volume). Le solvant organique a été évaporé 
sous un flux d’azote gazeux sans oxygène à 45°C, les dernières traces de solvant ont été 
éliminées en conservant les échantillons sous un vide secondaire pendant 2 jours à 20°C 
(Tessier et al. 2009).  
Ensuite, les échantillons (20 L) ont été déposés entre deux fines fenêtres de mica et 
adaptés sur un système de contrôle de température, afin d’effectuer des mesures de 
5°C à 45°C. Le temps d’exposition des échantillons a été fixé à 30 secondes afin d’obtenir 
des images de diffraction de bonne qualité. Les distances séparant les têtes des lipides 
de deux feuillets de la membrane (épaisseur de la membrane) sont obtenues par SAXD 
et celles séparant les têtes polaires sur le plan de la membrane le sont par WAXD. Ces 
distances ont été déterminés à partir de l'intégration circulaire des images 2-D en 
utilisant le programme FIT 2D (programme développé par Andy Hammersley). Le 
béhénate d'argent a été utilisé pour étalonner l’axe des abscisses (en nm-1).  L’analyse 
des pics de diffraction a été réalisée avec les logiciels Origin et PeakFit. 
Les membranes MLV utilisées pour ces expériences étaient constituées de : 
• PC ; 
• PC/PG (9/1) ; 
• SM/Chol (1/1) ; 
• SM/Chol/PG (4/5/1) ; 
• PC/SM/Chol (1/1/1).  
Afin de voir les effets de la pénétratine sur l’organisation des membranes, les 
expériences ont été réalisées en son absence et en sa présence. 
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4. Calorimétrie différentielle   
 
4.1. Généralités  
La calorimétrie différentielle à balayage (DSC pour Differential Scanning Calorimetry) est 
une technique utilisée pour déterminer les paramètres thermodynamiques associés aux 
transitions de phase comme celles que l’on rencontre dans les membranes lipidiques. 
Cette technique permet de voir l’influence des peptides tels que les CPP (Bechara et al. 
2013; Witte et al. 2013) et les peptides antimicrobiens (Mecke et al. 2005) sur des 
membranes modèles.  
L'appareil de DSC comprend deux cellules et elles sont soumises à un gradient linéaire 
de température. La première, dans laquelle est placé le tampon pour l'expérience, sert 
de référence alors que dans la seconde se trouve l’échantillon. Quand a lieu une 
transition de phase qui peut être endothermique ou exothermique, il y a une absorption 
ou un dégagement de chaleur de la part de l’échantillon.  
Ces transitions de phases provoquent alors une différence de température entre les 
cellules. C’est la différence de puissance calorifique (fournie par l’appareil) nécessaire 
pour compenser cet écart de température qui est représentée sur les thermogrammes. 
Les transitions de phase des lipides varient avec leur structure. Grâce à la DSC, il est 
possible d’obtenir les températures de transition de phase des lipides ainsi que les 
variations d'enthalpie associées à ces transitions en présence de peptides (Figure 99). 
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Figure 99. Thermogramme exothermique typique observé pour des transitions de phases 
lipidiques où les signaux de pré-transition (Tpre) et de transition principale (Tm) sont 
observés.  
 
L’un des avantages de la DSC est que cette technique permet d'observer les 
températures auxquelles ont lieu les transitions de phase, de déterminer leur enthalpie 
de réaction ainsi que la coopérativité de la transition de phase. Cependant, il est 
nécessaire d’avoir des concentrations élevées en peptides et en lipides. En outre la 
sensibilité́ est limitée par le type de lipides puisque la température principale de 
transition Tm des bicouches lipidiques d’intérêt biologique en suspension aqueuse doit 
être supérieure à 0°C. 
 
4.2. Détails de l’expérience   
Les mesures de calorimétrie ont été effectuées sur un calorimètre à balayage différentiel 
à haute sensibilité (Calorimetry Sciences Corporation, CSC) et, également, sur un 
calorimètre Mettler-Toledo DSC 822.  
La vitesse de balayage utilisée était de 1°C/min. Nous avons réalisé des balayages en 
montée de température (10°C à 55°C) et en refroidissement (55°C à 10°C). À chaque 
démarrage de balayage, un maintien de 10 minutes était fixé afin d’arriver à l’équilibre 
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thermique. La concentration totale de lipides utilisée est de 1 mg/ml pour le calorimètre 
CSC et de 2 mg/40 L pour le calorimètre DSC 822. 
Pour le calorimètre CSC au moins trois balayages en chauffage et en refroidissement ont 
été réalisés. 
 
6. Analyse statistique multivariée  
 
Afin d’analyser les différences spectrales obtenues lors des expériences réalisées, nous 
avons utilisé une méthode s’appuyant sur l’analyse en composantes principales (ACP) à 
l’aide du logiciel SIMCA® (Soft Independent Modelling of Class Analogy). 
SIMCA® est un logiciel d’analyse multivariée. Il permet de déterminer des relations entre 
les variables et les échantillons et de distinguer des groupes et des tendances avec une 
interface graphique. Dans le cadre de cette thèse, SIMCA a été utilisé afin de déterminer 
les longueurs d’ondes du spectre du cholestérol-pyrène qui apportent des informations 
sur l’organisation de la membrane.  
 
L’Analyse en Composantes Principales (ACP) 
L’Analyse en Composantes Principales a été développée et formalisée en 1933 par 
Hotelling (Hotelling 1933). Son principal but est de simplifier et de réduire des données 
à Xn variables initiales corrélées, en une nouvelle série de données avec un plus petit 
nombre de variables qui ne sont pas corrélées. Ce sont les composantes principales 
(CPn). Ces composantes sont des combinaisons linéaires des variables initiales.  
 
Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA) 
SIMCA® est une méthode statistique descriptive supervisée de classement de données 
développée par Wold et al en 1976 (Wold 1976) et qui est basée sur l’analyse en 
composantes principales. Il nécessite un ensemble de données de calibration où 
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l’appartenance de chaque objet à une classe est définie au préalable. L’hypothèse de 
base est que la principale variabilité́ systématique qui caractérise les échantillons d’une 
classe, peut être analysée par un modèle obtenu avec une ou plusieurs composantes 
principales de dimensionnalité́. Pour chaque classe, SIMCA génère un modèle. 
Soit 𝑋𝐴 la matrice qui correspond aux données des échantillons du groupe A. A partir de 
𝑋𝐴 SIMCA suppose que l’information importante en termes de similarité à travers les 
échantillons de cette classe, peut être obtenue avec un modèle en composantes 
principales à N composantes selon l’équation suivante : 
𝑋𝐴 = 𝑇𝐴 𝑃𝐴 + 𝐸𝐴 
où 𝑇𝐴 et 𝑃𝐴 sont respectivement les matrices des scores et des loadings obtenus sur les 
N composantes des échantillons du groupe A et EA la matrice contenant les résidus non 
modélises de 𝑋𝐴. 
Une fois la décomposition calculée par l’ACP, les résultats sont utilisés pour définir le 
modèle de la classe en question (Figure 100.). 
 
Figure 100. Décomposition en composantes principales et sa projection. 
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ANNEXE A : La spectroscopie de fluorescence 
 
A.1. Généralités 
Selon l’approximation de Born-Oppenheimer, l’énergie totale d’une molécule est la 
somme de différentes énergies : l’énergie électronique, l’énergie de rotation et l’énergie 
de vibration. Ces différentes énergies sont quantifiées (Lakowicz 2006; Valeur 2001) : 
• Si l’on considère des molécules hétéroplaires, entre deux niveaux rotationnels, 
l’énergie des transitions est de l’ordre de 10−3 eV (domaine des micro-ondes). 
• Entre deux niveaux vibrationnels, l’énergie des transitions est de l’ordre de 10−1 
eV (domaine des infra-rouges)  
• Entre deux niveaux électroniques, l’énergie des transitions est comprise entre 1 
eV (domaine visible) et 10 eV (domaine des ultra-violets) 
 
Figure A1. Niveaux d’énergie d’une molécule diatomique. r est la distance internucléaire. Les 
transitions radiatives correspondant à l’absorption et à l’émission de fluorescence sont 
représentées. Les transitions sont suffisamment rapides pour que r puisse être considéré 
comme constant : les transitions sont donc verticales (principe de Franck-Condon) (Lakowicz 
2006). 
La mécanique quantique régit l’absorption d’une onde électromagnétique par une 
molécule. L’absorption d’un photon d’énergie h𝜈 nécessite que h𝜈 soit au moins égale 
à la différence d’énergie entre le niveau électronique de plus faible énergie et un des 
niveaux excités de plus grande énergie.  Aussi, la multiplicité des états doit être 
compatible c’est-à-dire qu’il doit y avoir une transition de type singulet-singulet (S0  
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Sn). Une fois que l’excitation a eu lieu, la molécule peut se relaxer soit selon un processus 
radiatif soit selon un processus non radiatif.  
• Les processus non radiatifs sont des mécanismes de relaxation dans lesquels il 
n’y a pas d’émission de photon comme par exemple une relaxation 
vibrationnelle, un transfert d’électron, une séparation de charges ou une 
réaction chimique… 
• Dans les processus radiatifs, il y a émission d’un photon d’énergie égale à la 
différence d’énergie entre les niveaux ce qui induit un retour à l’état 
fondamental (de l’état excité vers l’état fondamental après relaxation par 
vibration).  
Dans le cas de la fluorescence, il y a un retour à l’état fondamental S0 à partir de l’état 
excité de même multiplicité S1. Il s’agit d’un processus radiatif.  En ce qui concerne la 
phosphorescence, il y a un retour à l’état fondamental à partir de l’état triplet T1. Le 
diagramme de Jablonski de la Figure A2 illustre ces phénomènes. Les phénomènes de 
fluorescence sont très rapides (de l’ordre de quelques picosecondes à quelques 
nanosecondes) car les transitions entre des niveaux de multiplicités différentes ne sont 
pas permises par la mécanique quantique. De même, la phosphorescence est très lente 
(de la microseconde à la milliseconde). Lorsque les phénomènes de fluorescence n’ont 
pas lieu  à partir du premier niveau électronique excité S1, ils sont de faible intensité et 
assez rares. En général , quand une molécule est excitée à un niveau supérieur, elle 
retourne au niveau S1 par relaxation vibrationnelle (Lakowicz 2006).  
 
Figure A2. Diagramme de Jablonski. 
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Une molécule fluorescente est caractérisée par différents spectres : d’absorbance, 
d’excitation et d’émission. 
Le spectre d’absorbance provient de la transition d’un électron de l’état fondamental, 
donc de plus basse énergie, vers des niveaux électroniques supérieurs de plus hautes 
énergies. Il y a une distribution d’électrons des différents niveaux de vibration des états 
excités, en fonction de la radiation initiale. On définit une probabilié de transition 
électronique pour la longueur d’onde associée au photon qui est absorbé. Le coefficient 
d’excinction molaire, ελ, associe l’energie absorbée au nombre de molécules excitées 
(loi de Beer-Lambert, Figure A3). Pour une longueur d’onde, l’absorbance A varie de 
façon linéaire avec la concentration C selon l’équation : 
𝐴𝜆 = 𝑙𝑜𝑔10
𝐼0 (𝜆)
𝐼 (𝜆)
= 𝜆𝐶𝑥 
Équation 1. Loi de Beer-Lambert 
avec : 
• I0 : l’intensité de la lumière incidente, 
• I : l’intensité de la lumière transmise, 
• C : la concentration de la molécule absorbante, 
• 𝜆: coefficient d’extinction molaire, 
• x : la longueur du trajet optique parcouru par la lumière dans la solution. 
 
Figure A3. Loi de Beer-Lambert. 
 
Le spectre d’émission de fluorescence ( Figure A4) traduit la quantité de photons émis 
par un fluorophore à différentes longueurs d’onde d’observation qui sont asscoiés à des 
transitions de l’état excité S1 vers différents niveaux de vibration de l’état S0. Dans une 
solution, la molécule excitée est entourée des molécules du solvant qui s’organisent 
autour, ce qui fait que l’état S1 a l’énergie la plus faible quand il est occupé par un 
électron. L’écart entre le maximum d’émission et le maximum d’absorbance correspond 
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au déplacement de Stokes. Le spectre d’émission de fluorescence (1’, 2’, 3’, 4’ Figure A4) 
est symétrique du spectre d’absorbance (1, 2, 3, 4, Figure A4) par rapport au point de 
croisement entre les sprectres d’absorbance et d’émission. Le point de croisement 
correspond à la différence d’énergie entre les niveaux vibrationnels de plus faible 
énergie des états S0 et S1 (Lakowicz 2006; Valeur 2001). 
 
Figure A4. Relation entre les niveaux électroniques et les spectres d’absorbance et d’émission de 
fluorescence. 
Concernant le spectre d’excitation de fluorescence, il est obtenu en mesurant le 
nombre de photons émis à une longueur d’onde du spectre d’émission, en général la 
longueur d’onde au maximum d’émission, quand la longueur d’onde d’excitation varie. 
Le spectre d’excitation est souvent symétrique du spectre d’absorbance de la molécule 
fluorescente quand on considère des molécules à un seul chromophore et quand il n’y 
a pas de phénomène photochimique à l’état excité. 
A.2. Le rendement quantique de fluorescence 
Le rendement quantique de fluorescence 𝜙𝐹 est defini comme le rapport entre le 
nombre de photons de fluorescence émis sur le nombre de photons absorbés. Ce 
rendement détermine l’éfficacité de l’émission de lumière fluorescente pour une 
molécule et est compris entre 0 et 1.  
Soit n1 est le nombre de molécules d’état excité S1. A partir du diagramme de Jablonski 
(Figure A2), on a la relation suivante : 
−𝑑𝑛1
𝑑𝑡
= ( 𝑘𝐹 + 𝑘𝑖𝑐 + 𝑘𝑖𝑠𝑐)𝑛1 
Équation 2 
où : 
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• kf est la constante de vitesse de relaxation par fluorescence, 
• kic est la constante de vitesse de relaxation par conversion interne, 
• kisc est la constante de vitesse de relaxation par conversion inter-système. 
La solution de cette équation est donnée par : 
𝑛1(𝑡) =  𝑛1(0) 𝑒
−𝑡
𝜏𝐹  
Équation 3 
avec : 
• n1(0) le nombre de molécules dans l’état excité à l’instant t=0, 
• et 𝜏𝐹 =
1
( 𝑘𝐹+ 𝑘𝑖𝑐+𝑘𝑖𝑠𝑐)
 
La durée de vie de l’état excité est caractérisée par la constante de temps 𝜏𝐹. L’évolution 
du nombre de photons émis pendant la relaxation par une molécule fluorescente est 
proportionelle au nombre d’états excités.  La distribution de ces photons dans le temps 
sera identique à la décroissance exponentielle de la population de l’état excité. Dans ce 
cas, τF correspond à la durée de vie de fluorescence de l’état excité. 
Le rendement quantique de fluorescence 𝜙𝐹 illustre aussi la compétition entre les 
différentes voies de relaxation d’une molécule excitée. On peut le définir comme le 
rapport entre l’énergie re-émise par fluorescence et l’énergie totale absorbée. C’est-à-
dire comme le rapport entre la constante de désactivation kF et la somme des constantes 
de tous les processus de relaxation. 
𝜙𝐹 =
1
( 𝑘𝐹 + 𝑘𝑖𝑐 + 𝑘𝑖𝑠𝑐)
 
Équation 4 
ou encore,  
𝜙𝐹 = 𝜏𝐹𝑘𝐹 
Équation 5 
Ainsi, un processus qui modifie la durée de vie 𝜏𝐹 de l’état excité va impacter le 
rendement quantique de fluorescence de la molécule. 
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A.3.  L'intensité de fluorescence 
L’intensité de fluorescence idéale IF est l’intensité pour laquelle ne sont pas comptées 
les pertes induites par les phénomènes de réabsorption de la radiation émise. 
𝐼𝐹 = 𝐼0𝜔
Ω
4𝜋
𝐴𝑇𝜙𝐹 
Équation 6 
avec : 
• I0 le flux radiant incident sur la surface de l’échantillon, 
• 𝜔 le rayon du faisceau de la radiation incidente, 
• Ω l’angle solide de collection de la fluorescence mesurée, 
• AT le facteur d’absorption totale. 
Pour des absorbances faibles, AT, et donc IF sont proportionnels à la concentration de 
l’échantillon. 
 
A.4. La durée de vie de fluorescence 
La durée de vie de fluorescence est également caractéristique de chaque molécule. Elle 
est égale à la durée de vie moyenne de l’état excité S1. Généralement, la durée de vie 
d’un fluorophore est de l’ordre de la nanoseconde. Plus la durée de vie est courte, plus 
la sensibilité du fluorophore sera bonne car plusieurs excitations successives seront 
possibles comme il va revenir rapidement dans son état fondamental pour être à 
nouveau excité. 
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ANNEXE B : Diffraction des rayons-X 
1. Éléments théoriques de la diffusion des rayons X 
 
Cette annexe présente les deux techniques d'investigation par rayons X utilisées pour 
l’analyse des résultats présentés dans cette thèse.  
La diffraction des rayons X aux grands angles (WAXD pour Wide Angle X-Ray Diffraction) 
permet d'obtenir des informations sur la structure à l'échelle de l'Angstrom, c’est à dire 
à l'échelle des têtes polaires et plus précisément sur l'ordre positionnel entre les chaînes 
voisines. La diffraction des rayons X aux petits angles (SAXD pour Small Angle X-Ray 
Diffraction) apporte quant à elle des informations sur l’organisation à une échelle plus 
grande, de l’ordre de la centaine d'Angstrom, soit de l’espace entre les bi-couches 
lipidiques. Les paragraphes suivants présentent un rappel sur la théorie de la diffusion 
des rayons X.  
Dans la matière, les rayons X (RX) sont le résultat de l’interaction du rayonnement 
incident sur les électrons.  Et Les informations sur la structure que l’on peut déduire des 
mesures de diffraction X sont liées à la distribution des électrons (densité électronique). 
Les interférences produites lors de la diffusion des rayons X régissent les caractéristiques 
des diffractogrammes qui représentent habituellement une intensité diffusée en 
fonction de l’angle de diffusion. 
On considère un faisceau incident de rayons X de longueur d’onde 𝜆 traversant un 
volume dV de matière. Le faisceau émergent est diffusé à un angle 2𝜃. On note O le 
point d’origine défini de façon arbitraire dans le volume diffusant. Soient 𝑘0⃗⃗⃗⃗  et ?⃗?  les 
directions respectives du faisceau incident et du faisceau diffusé à l’angle 2𝜃 (Figure 
B101). On considère un élément de volume 𝛿𝑉 situé au point P à la position 𝑟  et avec 
une densité électronique 𝜌(𝑟 ).  La différence de phase entre les ondes diffusées d’angle 
2𝜃 au point O et P est donné par la relation : 
2𝜋
𝜆
𝑟  (?⃗? − 𝑘0⃗⃗⃗⃗ ). 
En appelant  ?⃗?   le vecteur qui définit la direction de l’onde diffusée (2), le module de ?⃗?  
est fonction de l’angle de diffusion 2𝜃. 
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∥ ?⃗? ∥= 𝑄 =
4𝜋
𝜆
sin 𝜃 
Équation 1. 
 
Figure B101. Faisceau incident monochromatique diffusé par un corps. 
 
Figure B2. Définition de 𝑸⃗⃗  ⃗. 
 
L’onde diffusée dans la direction d’angle 2𝜃, du volume entier V est décrite, en 
amplitude et en phase, par la fonction d’onde suivante :  
𝐹𝑒(?⃗? ) =  ∫ 𝜌(𝑟 ) 𝑒
𝑖 𝑟  ∙?⃗? 𝑑𝑟 
𝑉
 
Équation  2. 
𝐹𝑒(?⃗? ) représente la transformée de Fourier de la fonction 𝜌(𝑟 ). 
L’intensité de l’onde représentée par la fonction d’onde  𝐹𝑒(?⃗? ) s’écrit : 
𝐼(?⃗? ) =   𝐹𝑒(?⃗? )𝐹𝑒
∗(?⃗? ) 
avec 𝐹𝑒
∗  le complexe conjugué de 𝐹𝑒. 
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2. Les méthodes particulières d’analyse  
2.1. Analyse par diffusion aux grands angles d’un solide partiellement ordonné 
(WAXD) : 
Dans ce paragraphe, nous traitons la question de la diffraction des rayons X par des 
solides qui présentent un ordre à grande distance comme les cristaux liquides par 
exemple (ordre bidimensionnel).  
La diffraction est une diffusion cohérente particulière. En effet, elle n’existe que lorsqu’il 
y a une répétition de matière diffusante qui est du même ordre de grandeur que la 
longueur d’onde de l’onde incidente. Ainsi, la fonction d’interférence est discrète. 
Lorsqu’il s’agit d’un cristal parfait, la matière diffusante qui correspond à l’ensemble des 
atomes, est organisée suivant un réseau tridimensionnel (𝑎 , ?⃗? , 𝑐 ). La matière peut être 
vue comme une suite de plans d’atomes parallèles et équidistants.  
Dans le cas des membranes lipidiques, les plans diffusants sont constitués des têtes 
polaires de phospholipides agissant comme une suite de plans. Pour avoir une 
diffraction de l’onde incidente de direction 𝑘0⃗⃗⃗⃗  dans une direction ?⃗? , tous les plans 
doivent diffuser un rayonnement en phase dans la direction ?⃗? . Pour que les ondes 
diffusées par tous les atomes d’un même plan soient en phase, Il est nécessaire de 
respecter la condition de Bragg. On note O et O’ des sites diffusants appartenant à deux 
plans.  Les plans d’onde (𝜋0) et (𝜋) passant par O sont respectivement normaux aux 
ondes incidentes et diffractées. Ainsi la différence de chemin en passant par O’ est HO’ 
+ O’K. H et K sont respectivement les points d’intersection du rayon diffusé avec les 
plans (𝜋0) et (𝜋). En notant 𝑑 la distance séparant les plans diffusants, la Figure B3 
montre que : 
𝐻𝑂′ + 𝑂′𝐾 = 2𝑑 sin 𝜃  
 
Figure B3. Schéma des rayons incident et difracté régis par la loi de Bragg. 
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En appliquant la condition nécessaire pour avoir une diffraction suivant ?⃗?  sur la phase 
du rayon diffusé, on obtient la loi de Bragg qui postule que : un rayon incident de 
longueur d’onde 𝜆 rencontrant des plans séparés par 𝑑 sous l’angle 𝜃, engendre un 
rayon diffracté dans la direction du rayon réfléchi par ces plans si : 
𝑛𝜆 = 2 𝑑 sin 𝜃  où n est un entier 
Équation 3. 
L’angle de diffraction 2𝜃 est dit angle de Bragg. 
L’intensité du faisceau diffracté s’écrit : 
𝐼(?⃗? ) =   𝐹𝐴(?⃗? )𝐹𝐴
∗(?⃗? ) 
Équation 4. 
où  𝐹𝐴(?⃗? ) est le facteur de diffusion atomique. 
Dans notre étude, la distance d aux grands angles (WAXD) représente la distance 
séparant les têtes polaires sur le plan de la membrane. 
 
2.2. Diffusion centrale des rayons X 
La diffusion aux rayons X aux petits angles (SAXD) est une technique d’analyse où la 
diffusion élastique des rayons X (longueur d'onde 0,1 ... 0,2 nm) par un échantillon qui 
présente des inhomogénéités est enregistrée à des angles très faibles (typiquement 0,1 
- 10 °). Dans cette plage angulaire on obtient des informations comme la forme et la 
dimension des macromolécules, certaines distances caractéristiques des matériaux 
partiellement ordonnés. Dans les homopolymères par exemple, ces hétérogénéités 
résultent des différences de densité massique dans le matériau. Ceci est causé par les 
différentes structures ou microstructures présentes, et c’est dans ce cas qu’apparaissent 
des interférences discrètes sur les clichés, liées à leur périodicité. Ces réflexions sont la 
conséquence de l’arrangement régulier de lamelles séparées par des zones amorphes 
non organisées. Cette distance répétée est appelée période Lp (Figure B4). Dans notre 
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cas, les distances séparant les têtes des lipides de deux feuillets de la membrane 
(épaisseur de la membrane) sont obtenues par SAXD (longue période Lp). 
 
Figure B4. Définition de la longue période Lp. 
 
Précédemment, on a vu l’expression de ?⃗?  en fonction de 2𝜃. Quand il s’agit de la 
diffusion centrale, l’expression de ?⃗?  s’écrit généralement : 
∥ ?⃗? ∥= 𝑄 =
4𝜋
𝜆
sin 𝜃 = 2 𝜋 𝑞 
Équation 5. 
La longue période est obtenue à partir de la relation de Bragg adaptée aux petits 
angles : 
𝐿 =
𝜆
2 sin 𝜃
=
1
𝑞
 
où q est la position de la réflexion dans le diffractogramme. 
 
2.3. La présentation des résultats 
Les résultats des mesures WAXD sont présentés sur des graphes appelés 
diffractogrammes (Figure B5). Pour chaque mesure est représentée l’intensité mesurée 
ou corrigée en fonction de S en (𝑛𝑚 -1). 
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Figure B5. Diffractogrammes WAXD des membranes MLV PC à différentes températures (ligne 
continue : 5°C, ligne en pointillé : 15°C, ligne en tiret : 25°C, pointillé-tiret : 35°C et ligne double 
point-tiret : 45°C). 
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ANNEXE C :  
Différentes sondes utilisées dans la littérature 
pour l’étude du cholestérol dans la membrane  
 
 
 
 
Figure C1. Structure moléculaire des différentes sondes fluorescentes analogues du 
cholestérol  (Sezgin et al. 2016). 
 
Sezgin, Erdinc et al. 2016. “A Comparative Study on Fluorescent Cholesterol Analogs as 
Versatile Cellular Reporters.” Journal of Lipid Research 57(2): 299–309. 
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ANNEXE D : Anisotropie  
 
Figure D1. Effet des peptides (R9 en vert, RW9 en bleu et pénétratine en rouge) sur 
l’anisotropie (r) du cholestérol-pyrène en membranes PC à 35°C (Les écarts types sont 
représentés en gris). 
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ANNEXE E : 
 
 
Article 1 : 
Membrane re-arrangements and rippled 
phase stabilisation by the cell penetrating 
peptide penetratin 
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ANNEXE F : 
 
 
Article 2 : 
Cholesterol-pyrene as a probe for cholesterol 
distribution on membranes: determination of 
spectral wavelengths by principal component 
analysis 
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Cholesterol-pyrene as a probe for cholesterol distribution on membranes: determination of 
spectral wavelengths by principal component analysis 
Claudia Almeidaa, Anaëlle De Wreedea, and Jesus Ayala-Sanmartina,* 
a CNRS, Sorbonne Universités, École Normale Supérieure, Laboratoire des Biomolécules (LBM), 
Paris France. 
* Corresponding author: J. Ayala-Sanmartin, CNRS, UMR 7203, Laboratoire des Biomolécules, 4 
Place Jussieu, BP 182, 75252 Paris, France. Tel: 33 1 44 27 32 16. Fax: 33 1 44 27 71 50. E-mail: 
jesus.ayala-sanmartin@upmc.fr 
Abstract. Biological membranes are heterogeneous with their lipids compartmentalized in 
different microdomains. Cholesterol promotes the formation of membrane ordered domains by 
its affinity for saturated lipids. Membrane domains had been studied with fluorescent probes 
linked to specific phospholipids and proteins. However, the cholesterol distribution and 
movement had been less studied due to the lack of efficient cholesterol probes. Herein, we 
describe the characterisation of a cholesterol-pyrene probe (py-met-chol) in heterogeneous 
phospholipids membranes. We characterised the pyrene fluorescent spectrum in liquid ordered 
(Lo) and liquid disordered (Ld) membranes and, by using a statistical principal component 
analyses, we have found the best wavelengths for membrane domains studies. 373 nm is the 
liquid ordered marker, and 379 nm the liquid disordered marker. For cholesterol multimers 
quantification we used the excimers peak (474 nm). The best parameter for cholesterol 
characterisation in Lo or Ld domains is the 373/379 ratio. In liquid ordered membranes, at low 
temperature cholesterol is found as multimers and as monomers. At high temperature, the Lo 
character of the membrane dicreases and cholesterol tends to aggregate with a reduction of the 
Lo domains size. In liquid disordered membranes cholesterol is present mostly as monomers but 
excimers are present in small ordered domains. Rising the temperature provokes the 
accumulation of cholesterol in small Lo domains. The capacity of py-met-chol to be used as a 
cholesterol probe was tested by the ceramide effect on membranes which showed that 
ceramide increases the Lo character of the membrane suggesting the formation of Cer/Chol and 
SM/Chol domains. 
Keywords: Ceramide, Cholesterol, marker wavelengths, membrane domains, principal 
component analysis, pyrene fluorescence. 
Abbreviations: Cer, ceramide; Chol, cholesterol; Ld, liquid disordered membrane domain; Lo, 
liquid ordered membrane domain; LUV, large unilamellar vesicle; PC, L-α-phosphatidylcholine; 
py-met-chol, pyrene-labelled methyl cholesterol; SM, sphingomyelin. 
1. Introduction 
The cell membrane lipids are not randomly distributed but they form different membrane 
domains thanks to specific lipid-lipid and lipid-protein affinities. This membrane domains 
heterogeneity seems to have an important role in membrane organisation and in several cell 
functions as suggested by numerous experimental data (for reviews see (Goñi 2014; D. Lingwood 
et al. 2008; Pike 2004). The modulatory effects of cellular functions by lipid composition and 
membrane domain separation seem to be directly related to the physico-chemical properties of 
the different domains such as lipid compaction and fluidity. 
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Upon different membrane lipids, cholesterol is the most important regulator and inducer of 
membrane domains separation. Its participation in the formation of the so called “raft domains” 
which are cholesterol and sphingomyelin rich membrane domains is strongly supported by 
different experimental data using membrane models as well as in cell membranes (D A Brown 
and London 1998b; Chachaty et al. 2005; Levental et al. 2009; Tessier et al. 2009b; Veatch and 
Keller 2002) and molecular dynamics simulations (Schmid 2017c; Wang et al. 2016). The 
cholesterol ability to induce the formation of membrane domains is related to its stronger 
affinity for saturated lipid acyl chains compared to that for non-saturated chains (Huster, Arnold, 
and Gawrisch 1998; Lagane et al. 2002; Shaikh et al. 2002). It has been demonstrated that 
cholesterol has a tendency to be excluded from cis-unsaturated PC and that its “ordering” effect 
is weaker compared to that with saturated PC (Huster, Arnold, and Gawrisch 1998; 
Pasenkiewicz-Gierula, Subczynski, and Kusumi 1991). “Rafts” are the best characterized 
membrane domains. They are rich in sphingomyelin and cholesterol. They are more “ordered” 
(liquid ordered domains, Lo) and the raft membrane bilayer is usually thicker than the 
surrounding liquid disordered domains (Ld). 
These ordered domains are not only dependent on sphingomyelin and it has been reported a 
strong affinity of cholesterol for other saturated lipids including PC containing saturated acyl 
chains (Huster, Arnold, and Gawrisch 1998) and ceramide. Ceramide is the product of the 
enzymatic cleavage of sphingomyelin by the enzyme sphingomyelinase (SMase) which is 
secreted by the cells in pathologies involving apoptosis such as cancer. The substitution of 
sphingomyelin by ceramide in model membranes or by sphingomyelinase enzymatic activity 
results in the modification of Lo domains (Busto et al. 2010; Silva, Futerman, and Prieto 2009a; 
Taniguchi et al. 2006). It had been proposed that ceramide and cholesterol compete for raft 
association mainly to the limited capacity of raft lipids with large head-groups to accommodate 
ceramide or cholesterol which have small head-groups (London and London 2004). 
The liquid ordered and liquid disordered membrane domains distribution has been studied by 
different approaches some of them including fluorescent probes “specific” for different 
domains. For example the fluidity has been studied with environmental probes as Laurdan 
(Almeida et al. 2016; Bagatolli 2006; Sezgin et al. 2015),  and Lo Ld domains with fluorescent 
lipids (Di-Q, C6-NBD-SM, rho-DOPE) (M. Hao, Mukherjee, and Maxfield 2001; Lamaziere et al. 
2009; Levental et al. 2009; Pinto et al. 2013b). However, the specific cholesterol distribution has 
been less studied because of the lack of good cholesterol probes. To our knowledge, the 
cholesterol-pyrene probe described by Le Guyader and collaborators (L. Le Guyader et al. 2007) 
is the less disturbing cholesterol-modified probe available. Pyrene is a fluorescent probe that is 
sensitive to both, the environment (polarity, dielectric constant of the solvent, etc.), and to 
probe clustering. When two probe molecules are close enough, a fluorescence signal peak rises 
at about 475 nm (430-550 nm spectral contribution of dimeric-multimeric pyrene molecules; 
excimer signal). Therefore it is possible to follow changes in environment and in molecular 
aggregation of lipids and has also be successfully used to detect protein-protein interactions 
(Ayala-Sanmartin et al. 2008; Y. Barenholz et al. 1996; Chong, Tang, and Sugar 1994). However 
the pyrene fluorescence spectra is quite complex. The 360-430 nm part of the spectrum is 
considered as the contribution of the pyrene molecule in its monomeric state. There are at least 
16 vibronic bands in the interval 371-397 nm (Kalyanasundaram and Thomas 1977) which result 
in at least five peaks in conventional spectra. Pyrene probe has been studied by different groups 
with different conclusions and recommendations concerning the wavelengths used as markers. 
376 and 383 nm have been used for solvent or environment “polarity” (L. Le Guyader et al. 2007; 
Kalyanasundaram and Thomas 1977). Other wavelengths have been considered as more 
“constant” or independent of the polarity of the environment such as 373, 376, 378, 388, 393 
and 396 nm (Chong, Tang, and Sugar 1994; L. Le Guyader et al. 2007; Kalyanasundaram and 
Thomas 1977; Kim and Torkelson 2002; F. M. Winnik et al. 1992a) and had been used for 
Annexes 
 265 
quantification of monomeric species. There is no obvious consensus because of the complex 
behaviour of the peaks intensities responding to the “polarity”, dielectric constant, dipole 
moment and geometries of the solvents and the environmental molecules in contact with 
pyrene and thermal agitation (Kalyanasundaram and Thomas 1977; Lianos and Georghiou 1979; 
Waris, Acree, and Street 1988). 
Considering that the cholesterol-pyrene (Py-met-chol) membrane behaviour is similar to the 
cholesterol (L. Le Guyader et al. 2007), making the best cholesterol-labelled probe to our 
knowledge, and in order to study the cholesterol changes in membranes, we performed 
different spectral analyses on membranes in the liquid ordered as well as in the liquid disordered 
states at different temperatures. We used lipids from biological sources with heterogeneous 
acyl chains, to mimic the biological membranes. Instead of trying to look at changes in “polarity” 
by using spectral peak variations in intensity, we decided first to define the marker wavelengths 
corresponding specifically to the liquid ordered Lo or disordered Ld domains, to study 
cholesterol behaviour in heterogeneous membranes. In order to find the Lo and Ld markers, we 
performed a multivariate analysis using Lo (PC) and Ld (SM/Chol) membranes at different 
temperatures. Second, we analysed the behaviour of the ratios of this wavelengths and 
compared them to the previously suggested methods and the data from the literature. Third, 
we compared the parameters of the Lo and Ld membranes using mixed membranes in which Lo 
and Ld phases coexist. Fourth, we characterized the movement of the probe by anisotropy and 
finally, we studied the competition between sphingomyelin and ceramide for cholesterol. The 
presented data show that the py-met-chol is a very good molecule to study cholesterol 
multimerisation and distribution in lipid bilayers with the capacity to discern between Lo and Ld 
membranes by using the recommended wavelengths. 
2. Materials and methods 
2.1. Materials 
Egg yolk L-α-phosphatidylcholine (PC), egg sphingomyelin (SM) and cholesterol (Chol) were 
purchased from Sigma. Ceramide (Cer) was from Enzo life sciences, pyrene-labelled cholesterol 
(Py-met-chol) was a kind gift of Dr. André Lopez (Toulouse, France). 
2.2. LUV preparation and incubation conditions 
The appropriate amounts of lipids in a mixture of chloroform/methanol, 4/1 (v/v), were 
subjected to solvent evaporation. Large unilamellar vesicles (100 nm diameter LUVs) were 
prepared by extrusion in 0.5 mM HEPES buffer (pH 7.4) as described in (O. Maniti et al. 2010). 
The lipids were added at the desired proportions to obtain a suspension of 1 mg ml-1 LUVs in 
buffer. Py-met-chol was present at 1.8 or 3.6% lipid weight ratio. 
After LUV preparation, the samples were kept at 4°C for several hours or overnight. To analyse 
the cholesterol changes depending on temperature we used two protocols. The heating 
protocol started from samples at 4°C which were prepared in the quartz cell and measured in 
the fluorimeter from 10 to 55°C. Fluorescence spectra were recovered by 5°C steps. For the 
cooling protocol the samples were heated fast at 55°C and then cooled by 5°C steps to 10°C in 
the fluorimeter. 
2.3. Fluorescence 
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Pyrene fluorescence spectra acquisitions were performed with a Jasco fluorimeter as previously 
described (O. Maniti, Piao, and Ayala-Sanmartin 2014). Emission spectra were recorded from 
360 to 600 nm using a 335 nm excitation wavelength. The excitation and emission band-pass 
were set at 5 nm and 2.5 nm respectively. 150 μl of buffer containing 2.5 μg of LUVs were added 
to a Hellma high precision quartz cell. The temperature was regulated with a Peltier device. 
Spectra were obtained by duplicate and the buffer background was subtracted. The spectra 
were normalized by the integral. Fluorescence anisotropy was characterized as previously 
described (Ayala-Sanmartin et al. 2000) by using the equation  
r = (vv - Gvh)/(vv + 2Gvh) 
in which the vv and vh are the emission light intensities with the polarizers in different 
configurations (excitation-emission) and the G instrumental correction factor was defined as 
hv/hh and calculated for all wavelengths. 
2.4. Data analysis 
The principal component analysis (PCA) of integral-normalized spectra treated as a multivariate 
(wavelength) set of data was performed with SIMCA software. 
The statistical treatment of experiments was performed with GraphPad Prism software. Graphs 
are given as means ± standard error. 
3. Results and discussion 
The Py-met-chol probe has been studied in model and biological membranes (L. Le Guyader et 
al. 2007). These authors suggested to study the environmental polarity by measuring the peak 
at 376 nm and cholesterol aggregation by measuring the 475 excimers peak. Moreover, they 
suggested to use the peak at 388 nm as a constant marker because in their conditions it depends 
only on concentration of the probe. However, to study pyrene fluorescence other authors used 
different wavelengths. Briefly, the reports suggest 376 and 378 for polarity markers, 
wavelengths from 379 to 488 for excimer contribution. 388 as constant and 393 to 398 and 421 
as “monomer” signal (Y. Barenholz et al. 1996; Chong, Tang, and Sugar 1994; L. Le Guyader et 
al. 2007; Kim and Torkelson 2002; Wilson-Ashworth et al. 2006; F. M. Winnik et al. 1992a). In 
fact, the part of the spectrum in the range of 360 to 420 nm is composed of at least five principal 
peaks presenting a very complex behaviour in solvents of different polarity and dielectric 
constant precluding a consensual hierarchical classification of peaks in function of “polarity”. 
This part of the spectrum is specific of the monomeric state of the pyrene molecule. 
Kalyanasundaram and collaborators (Kalyanasundaram and Thomas 1977) found at least 5 peaks 
very sensitive which correspond to some of the 16 vibronic bands found in the 370 to 397 nm 
region of the spectrum. Moreover, the fluorescence intensity changes due to thermal agitation 
are also different for the different pyrene bands (Waris, Acree, and Street 1988). 
Considering this, and in order to study the cholesterol movement in its natural environment, 
thus inside cellular mimicking membranes, we decided to study first the spectra in liquid ordered 
and liquid disordered membranes to define the “marker” wavelengths that make the difference 
between these domains as well as the constant point. Therefore, we performed the experiments 
with PC (Ld phase) and SM/Chol (1/1) (Lo phase) membranes with lipids of natural sources. This 
is important to notice for two reasons; first, the fact that we try to understand the cholesterol 
behaviour in normal biological conditions, and second because the membranes are composed 
of lipids with heterogeneous acyl chains (saturated and unsaturated). We used Py-met-chol at 
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two concentrations (1.8 and 3.6%) which are in the range recommended in (L. Le Guyader et al. 
2007). It is known that the Ld phase is quite fluid and therefore it is very sensitive to temperature 
changes (ie membrane thickness). The Lo phase which is less fluid shows only temperature-
induced small changes in membrane thickness compared to Ld phases (D A Brown and London 
1998b; Chachaty et al. 2005; Tessier et al. 2009b). Therefore, to better understand cholesterol 
behaviour, the experiments were performed at different temperatures using the heating and 
cooling protocols (see methods 2.2).  
3.1. Comparison of spectral behaviour after heating and cooling 
To avoid small artefacts comparing the different experiments we normalized all the spectra by 
their integral. Fig S1 (supplementary material) shows the mean spectra from PC and SM/Chol 
LUVs at different temperatures after heating and cooling. It is clear that for a specific 
temperature the spectrum shape changes depending on the heating or cooling protocols. For 
example, the quantity of excimers (474 nm) at 10°C is higher before heating and lower after 
cooling. At 55°C the excimer signal is lower after heating and higher before cooling. However, 
at 35°C the spectral difference between heating and cooling protocols are small. 
One simple comparison method to observe the difference between the Py-met-chol probe in Lo 
and Ld membranes is based in spectra subtraction. We performed subtractions at different 
temperatures and after heating or cooling. This approach was not very conclusive because we 
did not find a constant pattern in the different conditions tested (Fig S2). Therefore, to find 
statistically significant specific marker wavelengths for Lo and Ld membranes in the conditions 
tested we performed a multivariate principal component analysis. 
3.2. Definition of specific wavelengths for Lo and Ld membranes 
In order to define specific wavelength markers for Lo and Ld phases we compared the spectra 
of Py-met-chol in PC and SM/Chol (1/1) membranes at temperatures from 10 to 55°C by heating 
and cooling procedures. Py-met-chol was present at 1.8 or 3.6%. We compared 4 independent 
preparations of PC LUVs and 5 for SM/Chol LUVs containing Py-met-chol at 1.8% and 7 
independent preparations PC LUVs and 10 for SM/Chol LUVs containing Py-met-chol at 3.6% 
which result in comparison of 560 spectra, cooling and heating included. The variables were the 
spectral intensities of integral normalized wavelengths from 365 to 550 nm (185 variables). We 
performed both, principal components analysis (PCA) and orthogonal partial least square-
discriminant analysis (OPLS-DA). Using the different tools of the program SIMCA such as 
component contribution of variables, variable importance of the projection (VIP), biplot (scores 
vs loadings), S-plots (covariance and correlation) and group-to-group comparisons we were able 
to obtain the candidate variables (wavelengths) that make the difference between the Lo and 
Ld membranes. After a first analysis, we choose 8 new variables corresponding to higher scores 
and the iso-emissive point and also the three variables recommended for py-met-chol. Fig 1 
show the score and loading representations from SIMCA analysis for the 11 choose variables. 
Notice that two populations are clearly separated (PC vs SM/Chol) and that for each membrane 
composition the difference between cooling and heating protocols is small (Fig 1A). The 
separation of PC and SM/Chol points follows mainly the x-axis. Fig 1B shows the correlation 
plane of variables for the same components in Fig 1A. The variables (wavelengths) that are 
opposite in the x-axis direction are 373 and 379 nm this indicate that they are anti-correlated. 
This means that the population of PC correlates with an increase in 379 nm and a decrease in 
373, and inversely, the SM/Chol with an increase of 373 and a decrease in 379. Moreover, these 
two wavelengths does not correspond to a conventional spectral peak but correspond to the 
specific vibronic bands 372.51 and 378.99 (Kalyanasundaram and Thomas 1977). In fact the peak 
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376 previously used as marker of “polarity” does not correspond to any vibronic band but is the 
result of four vibronic bands. Our analyses suggest that these wavelengths can be considered as 
markers of Lo and Ld environments. Therefore, to validate the markers we performed detailed 
comparisons of these parameters for the Lo (SM/Chol) and Ld (PC) membranes. The 
wavelengths choose for the following comparisons of data are resumed in table 1.  
3.3. Comparison between Lo and Ld membranes. 
Fig 2 represents the temperature evolution of the wavelength intensities of interest for PC and 
SM/Chol LUVs in the presence of Py-met-chol at 3.6%. Similar behaviour was observed for the 
LUVs with 1.8% probe concentration (Fig S3). For the Ld marker (379 nm) we observed that at 
low temperatures the values are high for PC and low for SM/Chol membranes (Fig 2A). This is 
expected for an Ld marker. However, the increase in temperature which increases membrane 
fluidity induces a diminution of the 379 intensity. This behaviour seems a paradox but is mainly 
due to the diminution of fluorescence in this zone of the spectra by the increase in excimer 
fluorescence intensity. The evolution of the Lo marker (373nm) (Fig 2B) shows that the values 
for SM/Chol membranes are high than for PC membranes at all temperatures in agreement with 
the fact that the Lo phases are more thermic-stable than the Ld phases. For the previously 
considered constant peak which was suggested to depend only on probe concentration (388 
nm) (Fig 2C), we observed that its behaviour was quite different in PC and SM/Chol LUVs 
indicating that it is also sensitive to other environmental factors such as polarity. On the 
contrary, the iso-emissive point (432 nm) (Fig 2D) showed small variations in intensity and can 
be considered the constant point of the spectra. The polarity “marker” previously reported (376 
nm) (Fig 2E) was compared with other wavelength more sensitive to phases (401 nm) (Fig 2F). 
We observed a similar behaviour with the difference that 401 nm is able to distinguish the 
difference in “polarity” between PC and SM/Chol whereas 376 nm behaviour is similar for both 
membranes in contradiction with his polarity sensing property. Notice also that the 401 nm is 
quite similar to the 388 nm a fact that questions the validity of 388 nm as a “constant” peak. 
Finally, the evolution of excimers (474 nm) (Fig 2G) shows that at low temperature the quantity 
of Py-met-chol multimers in SM/Chol membranes is higher than in PC membranes. The increase 
in temperature induces an increase in excimers for both LUVs. To avoid misinterpretations due 
to thermic and excimer driven fluorescence diminution and other artefacts we performed 
ratiometric analyses of the data. 
As shown in Fig 3A,B (see Fig 4S for py-met-chol at 1.8%), the temperature evolution ratios Ld/iso 
and Lo/iso are very similar to those of Lo and Ld (compare with Fig 2). Strong differences are 
observed when we compared the I1/I3 which was supposed to characterize the evolution of 
polarity and pol/iso (Fig 3C,D and S4). In fact, the I3 peak is not really exclusively dependent on 
probe concentration and its intensity varies according to the environment. This is why the slope 
I1/I3 is smaller than that of pol/iso (401nm) which present a behaviour closer to the curve Ld/iso. 
Therefore, we suggest that the iso-emissive correction is more adequate to represent a constant 
concentration independent spectral point. The concept of polarity in the membrane bilayer is 
quite difficult to interpret and we did not use this parameter but “polarity” seems to be 
represented by the Ld/iso ratio (Fig 3A). When comparing the exci/I3 and exci/iso ratios it is 
evident also that the iso-emissive point is more accurate to follow the probe multimerisation 
(Fig 3E,F and S4). Using the exci/I3 parameter the excimer formation seems to increase 
continuously when increasing the temperature. On the contrary, the exci/iso ratio shows that 
the excimer formation arrives to a plateau, a fact more consistent with what we expect from 
membrane properties. Overall, the data suggest that to characterize the membrane domains it 
is necessary to look at the evolution of Lo/iso and Ld/iso and exci/iso markers. 
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To evaluate accurately the evolution of cholesterol in membranes we suggest to look at two 
principal parameters; the Lo/Ld ratio which indicates the proportion of the two domains in the 
membranes, and the exci/iso ratio that indicates the degree of cholesterol association or 
dissociation. The behaviour of excimer formation (Fig 3F and S4F) shows that at low temperature 
the quantity of excimers is higher in SM/Chol than in PC LUVs. After temperature increase, the 
amount of excimers in SM/Chol increase but in a small proportion (about 15-20%) because by 
heating, only a small proportion of Lo phase is converted to an Ld phase and because cholesterol 
is able to move to the temperature resistant Lo domains. This is consistent with the fact that the 
SM/Chol membranes show less temperature sensitivity compared to the PC membranes. In 
other words, the Lo domains resist to high temperature but became smaller and the cholesterol 
is thus concentrated presenting more excimers. The increase of excimers for the PC membranes 
is stronger, from 60% at 3.6% to about 100% (two fold) at 1.8% of the probe. This suggest that 
the increase in temperature provokes the disappearance of a proportion of “weak” Lo domains 
with the concomitant concentration of the cholesterol in the low proportion of temperature 
resistant Lo domains. It is important to note that the cooling and heating protocols show 
different behaviour. When heating by steps, the preformed domains at 4°C undergo lipid 
reorganisation gradually. In the cooling protocol the samples are fast heated to 55°C and 
therefore the lipids have no time to reorganise with the resulting brutal domains perturbation 
leading to only a small proportion of resting Lo domains in which cholesterol concentrate with 
the consequence of more excimers at 55°C before cooling protocol compared to the excimers 
amount at 55°C after heating protocol. 
Fig 4 shows the Lo/Ld ratio for both PC and SM/Chol membranes. Several points must be 
discussed. First, the heating and cooling protocols result in almost the same behaviour. The only 
observed difference between heating and cooling protocols are small for SM/Chol membranes 
at low temperatures. Second, the temperature induced change for PC shows a low slope 
compared to the SM/Chol which shows stronger slope. Considering that the change in Lo phase 
are quite similar for both membranes (Fig 3B), the slope difference can be attributed to the fact 
that the Ld contribution is more temperature sensitive in PC than in SM/Chol membranes (Fig 
3A). Third, the error bars for this ratio are very small indicating that this ratio is, statistically, very 
efficient as a marker of membrane domain environment. In fact the 373 and 379 nm are part of 
the ascending and descending parts of the peak centred at 376 nm analogous to the large 
spectrum of Laurdan in which the gel and liquid fluid markers are found at 440 and 490 nm.  
3.4. Anisotropy 
In order to characterize the py-met-chol movement in the different domains we performed 
anisotropy measurements. Fig 5 show the anisotropy of py-met-chol in PC and SM/Chol LUVs at 
35°C. For 15 and 50°C see Fig S5. The right part of the graphics (450-550 nm) corresponds to the 
excimer signal. As observed, there is no net difference between the PC and SM/Chol 
membranes. This fact indicates that the Py-met-chol found in cholesterol rich domains (Lo) with 
similar degree of movement in PC and SM/Chol and this for the three temperatures. Notice that 
the Lo domains are less sensitive to temperature than the Ld domains. The left part of the 
graphics (365-450 nm) corresponds to the contribution of monomer signal. It is clear that at the 
three temperatures the anisotropy values are higher for the SM/Chol LUVs than for those of PC. 
This indicates that even in the monomeric state py-met-chol environment in SM/Chol is more 
rigid than the environment in PC. This is in agreement with the properties of cholesterol in 
SM/chol versus PC membranes and indicates also the existence of different types of low 
cholesterol-containing domains in the membranes with one head group but different acyl 
chains. 
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3.5. Cholesterol distribution in Ld-Lo mixed membranes. 
In order to study the behaviour of the probe on membranes in which Lo and Ld coexist we 
performed studies in PC/SM/Chol (1/1/1) LUVs. As shown in Fig 6A and S6A, at 10°C the value 
of Ld/iso ratio of PC/SM/Chol membranes is intermediate between PC and SM/Chol ratios. This 
is consistent with the coexistence of two different domains in which cholesterol is present. The 
difference between the three LUVs is maintained with the increase in temperature to 25-30°C 
but at higher temperatures (35-55°C) the Ld parameter for PC/SM/Chol LUVs rejoints the PC 
indicating a higher global membrane fluidity for PC/SM/Chol membranes compared to SM/Chol. 
The cooling protocol showed the same behaviour with similar values or PC and PC/SM/Chol in 
the 55-35°C and a clear separation in the 30-10°C range (Fig 6A and S6B). The temperature 
evolution of the Lo parameter showed also that the PC/SM/Chol values are intermediate 
between the PC and SM/Chol at all temperatures (Fig 6B,C and S6C,D). The evolution of the 
Lo/Ld ratio show clear separation between the three membranes at all temperatures with both 
protocols (Fig 6D and S6E,F) indicating the existence of some proportion of Lo character in the 
LUVs even at 55°C. 
The behaviour of excimer formation in PC/SM/Chol membranes was also intermediate 
compared to PC and SM/Chol membranes. At 10°C the excimers ratio is similar to the PC 
membranes but heating the sample, the curve show a separation from PC behaviour due to a 
slower increase in excimers (Fig 6E and S6G). This slow multimerisation is similar to that in 
SM/Chol membranes. When the membranes are fast heated to 55°C, the excimer ratio in 
PC/SM/Chol is similar to the SM/Chol membranes. Cooling the sample provokes a separation of 
the curves and the excimers ratio in PC/SM/Chol gets similar to the PC membranes at 10°C (Fig 
6F and S6H). The observed difference in the shape of the curves during heating or cooling is due 
to the fact that the kinetics to disrupt the domains (heating) and to construct them (cooling) is 
not the same. In resume, concerning the cholesterol grouping (excimers formation) the 
PC/SM/Chol membranes are similar to the PC membranes at low temperature and similar to the 
SM/Chol at high temperature. Consistent with the fact that the Lo domains are “temperature 
resistant” compared to the Ld domains we can deduce that during heating cholesterol have a 
tendency to move to the remaining Lo resistant domains. In fact it is also possible that 
cholesterol induce the formation of small Lo domains containing the saturated phoslpholipids. 
3.6. Displacement of cholesterol by Ceramide. 
It had been reported that the conversion of sphingomyelin into ceramide induce a 
reorganisation of the membrane that result from the competition of cholesterol and ceramide 
for sphingomyelin. Therefore, we tested whether the Py-met-chol probe was able to detect such 
a reorganization. Megha and London (London and London 2004) calculated that after TNF 
stimulation the sphingomyelinase change 80% of the Plasma membrane SM into ceramide. 
Taniguchi and collaborators (Taniguchi et al. 2006) reported a conversion of 36% of SM into 
Ceramide, but considering that there is some pool of intracellular SM non exposed to the 
sphingomyelinase, the quantity of ceramide at the plasma membrane must be higher. In 
PC/SM/Chol membrane models, Silva et al (Silva, Futerman, and Prieto 2009a) reported a 
conversion of 50% of SM into ceramide. Considering these estimations, we performed 
experiments with PC/SM/Cer/Chol (1/0.5/0.5/1) membranes to mimic sphingomyelinase 
standard action. Fig S7 show that the Lo and Ld values are smaller when compared to the LUVs 
without Cer (PC/SM/Chol) indicating changes in cholesterol environment. When comparing the 
Lo/Ld ratio (Fig. 7), we observed higher values at all temperatures especially for the heating 
protocol. Thus in the presence of ceramide, the cholesterol is “moving” to a phase with strong 
ordered (Lo) character. This is in agreement with the fact that ceramide provokes the 
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stabilization of rafts (London and London 2004), and the formation of gel domains (Busto et al. 
2010; Pinto et al. 2013b; Silva, Futerman, and Prieto 2009a). Cholesterol is then moving to the 
ceramide rich domains. At the same time, the evolution of the excimer formation in Fig. 7 show 
that cholesterol in the presence of ceramide increase its tendency to aggregate. These data are 
in agreement with the fact that ceramide competes with sphingomyelin for cholesterol. The 
association of ceramide with sphingomyelin provokes the displacement of cholesterol which 
concentrates then in sphingomyelin domains. In other words this data support the coexistence 
of Cer/Chol, Cer/SM and SM/Chol domains in the same membrane. 
4. Conclusion 
Membrane domains had been studied with the help of numerous fluorescent probes. However, 
the specific cholesterol distribution and movements had been less studied due to the lack of 
efficient cholesterol probes. In this work we have explored the abilities of a cholesterol-pyrene 
probe to characterise the cholesterol containing domains in phospholipid membranes. We 
characterised the pyrene fluorescent spectrum and by using a statistical principal component 
analyses, we have found that the best wavelengths for the characterisation of membrane 
domains are; 373 nm which is the marker of liquid ordered (Lo) domains, and 379 nm as a marker 
for the liquid disordered domain. The third marker used for cholesterol aggregation is the well 
known excimers peak (474 nm). Finally, to reduce the experimental variations, we 
recommended the use of the iso-emissive point (432 nm) as a constant reference spectral point. 
By using the 373/376 and 474/432 ratios we observed that the kinetics of domains dynamics are 
slightly different when heating or cooling the membranes. The behaviour of cholesterol in 
different membranes is illustrated in Fig 8. In Lo membranes (SM/Chol) in which the ordered 
domains are large, cholesterol is found as multimers but also as monomers because cholesterol 
can dilute in the very numerous saturated acyl chains. When temperature rises, the acyl chains 
“melting” diminish the Lo character of the membrane and cholesterol tends to aggregate 
increasing the excimers. This implies a moderate reduction of the size of the Lo domains. In Ld 
membranes such as PC containing heterogeneous acyl chains, cholesterol is present mostly as 
monomers but some excimers are present corresponding to small ordered domains composed 
of cholesterol and saturated lipids. Rising the temperature provokes the accumulation of 
cholesterol in these zones rich in saturated phospholipids with exclusion of highly unsaturated 
lipids. In mixed membranes cholesterol shows intermediate behaviour. At low temperatures has 
tendency to associate with the saturated lipids of the Lo domains but is also present in the 
disordered domains as shown by its intermediate spectral behaviour. Rising the temperature 
provokes the increase of multimerisation probably by association with the temperature 
resistant Lo domains present in the membrane. All this behaviour is in agreement with the 
available data suggesting that the py-met-chol is a very good cholesterol probe. 
The capacity of py-met-chol to be used as a cholesterol probe was tested by the ceramide effect 
on membranes which showed that ceramide increases the Lo character of the membrane with 
the formation of Cer/Chol and SM/Chol domains. In resume, for the interpretation rules for a 
membrane with a constant cholesterol content and with py-met chol at 3% we suggest that, 1) 
The increase in exci/iso ratio indicates a reduction in the size of Lo domains and inversely a 
decrease indicates an increase in Lo domain size. 2) An increase in Lo/Ld ratio indicates the 
movement of cholesterol to a more ordered environment and the inverse for a Lo/Ld ratio 
decrease. 
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Tables 
Table 1. Wavelengths of interest for the study of membrane phases with Py-met-chol obtained 
by multivariate analysis and cited in the literature. 
 
Wavelength (nm) Interpretation abbreviation 
373 Liquid ordered (Lo) marker (this work) Lo 
376 “polarity” (from ref (L. Le Guyader et al. 2007)) I1 
379 Liquid disordered (Ld) marker (this work) Ld 
388 “constant” (from ref (L. Le Guyader et al. 2007)) I3 
401 “polarity” or environment (this work) pol 
432 constant, iso-emissive point (this work) iso 
474 Py-met-chol multimerisation, excimers exci 
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Figure captions 
 
Fig 1. Principal component analysis of experimental individuals (spectra) and variables 
(wavelength). (A), Distribution of data in a plane of axis corresponding to two principal 
components (score scatter plot). Each point represents a spectrum from cooling and heating 
protocols. Green points are PC during heating, blue points PC during cooling, red points SM/Chol 
during heating and yellow points SM/Chol during cooling, notice the separation of LUVs in two 
populations (PC and SM/Chol). (B), Correlation of variables (loading scatter plot). The strong 
anti-correlated variables in the x-axis direction are 379 and 373 nm. 
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Fig 2. Evolution of Py-met-chol fluoescence intensity wavelengths in function of temperature. 
The probe concentration in LUVs is 3.6%. (A), 379 nm Ld marker. (B), 373 nm Lo marker. (C), 388 
nm I3 “constant peak”. (D), 432 nm iso-emissive “constant point”. (E), 376 nm I1 “polarity peak”. 
(F), 401 nm “polarity”. (G), 474 nm excimer peak or multimer marker. Black lines PC LUVs, red 
lines SM/Chol LUVs. Continuous lines heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means 
± SEM of 7 independent experiments for PC and 8 for SM/Chol. 
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Fig 3. Ratios of Py-met-chol fluorescence wavelengths in function of temperature. The probe 
concentration in LUVs is 3.6%. (A), Ld/iso. (B), Lo/iso. (C), I1/I3 (“polarity/cte”). (D), pol/iso. (E), 
exci/I3. (F), exci/iso. Black lines (■,□) PC LUVs, red lines (●,○)SM/Chol LUVs. Continuous lines 
heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± SEM of 7 independent experiments 
for PC and 8 for SM/Chol. 
 
 
Fig 4. Lo/Ld ratios of Py-met-chol fluorescence as function of temperature. The probe 
concentration in LUVs is 1.8% for (A), and 3.6 in (B). Black lines (■,□) PC LUVs, red lines (●,○) 
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SM/Chol LUVs. Continuous lines heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± 
SEM of 4 and 7 independent experiments for PC and 5 and 8 for SM/Chol. 
 
 
Fig 5. Fluorescence anisotropy (r) of py-met-chol. LUVs were incubated at (A) 15°C, (B) 35°C and 
(C) 50°C. Py-met-chol at 3.6%, PC LUVs in black and SM/Chol LUVs in red. Curves are the mean 
± SEM of four independent experiments. 
 
 
Fig 6. Ratios of Py-met-chol fluorescence wavelengths in function of temperature. The probe 
concentration in LUVs is 3.6%. (A), Ld/iso during heating and cooling. (B), Lo/iso during heating. 
(C), Lo/iso during cooling. (D), Lo/Ld during heating and cooling. (E) exci/iso during heating. (F) 
isci/iso during cooling. Black lines (■,□) PC LUVs, red lines (●,○) SM/Chol LUVs and green lines 
(▲,∆) PC/SM/Chol LUVs. Continuous lines heating protocol and dotted lines cooling protocol. 
Means ± SEM of 7 independent experiments for PC, 8 for SM/Chol and 6 for PC/SM/Chol. 
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Fig 7. Ceramide effect on the evolution of Py-met-chol fluorescence wavelengths in function of 
temperature. The probe concentration in LUVs is 3.6%. (A), Lo/Ld ratio. (B), exci/iso ratio. 
Green lines (▲,∆) PC/SM/Chol LUVs, blue lines (♦,◊) PC/SM/Cer/Chol LUVs. Continuous lines 
heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± SEM of 3 independent 
experiments. 
 
Fig 8. Schematic interpretation of cholesterol-pyrene probe behaviour in different membranes. 
Phospholipids and sphingolipids are represented by round-head-tail figures and cholesterol by 
thick small vertical bars. The different forms of tails represent the acyl chains which have 
different mobility and degree of unsaturation. Sphingomyelin black, PC red, multimeric 
cholesterol-probe green and monomeric cholesterol-probe blue. In top, the membranes at low 
temperature and in the bottom at high temperature. The size of the letters correspond to the 
observed relative experimental values of the parameters. Lo/Ld ratio mainly for the monomeric 
cholesterol. Exci is the exci/iso ratio characterising cholesterol multimerisation. See the text for 
detailed explanation. 
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Supplementary material 
 
Fig S1. Mean spectra of LUV PC and SM/Chol at different temperatures after cooling and heating. 
(A) spectra at 10°C, (B) at 35°C and (C) at 55°C. Red lines PC LUVs, black lines SM/Chol LUVs. 
Continuous lines from heating protocol and dotted lines from cooling protocol. Each line is the 
mean of 7 (PC LUVs) and 8 (SM/Chol LUVs) spectra from independent experiments. 
 
Fig S2. Subtraction of Ld-Lo Py-met-chol spectra (3.6%) at different temperatures. PC mean 
spectrum minus SM/Chol mean spectrum at (A) 10°C, (B) 35°C and (C) 55°C. Continuous lines for 
heating protocol and dotted line for cooling protocol. Mean of 7 independent experiments for 
PC and 8 for SM/Chol. 
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Fig S3. Evolution of Py-met-chol fluoescence wavelengths in function of temperature. The probe 
concentration in LUVs is 1.8%. (A), 379 nm Ld marker. (B), 373 nm Lo marker. (C), 388 nm I3 
“constant peak”. (D), 432 nm iso-emissive “constant point”. (E), 376 nm I1 “polarity peak”. (F), 
401 nm “polarity”. (G), 474 nm excimer peak or multimer marker. Black lines PC LUVs, red lines 
SM/Chol LUVs. Continuous lines heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± 
SEM of 4 independent experiments for PC and 5 for SM/Chol. 
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Fig S4. Ratios of Py-met-chol fluoescence wavelengths in function of temperature. The probe 
concentration in LUVs is 1.8%. (A), Ld/iso. (B), Lo/iso. (C), I1/I3 (“polarity/cte”). (D), pol/iso. (E), 
exci/I3. (F), exci/iso. Black lines PC LUVs, red lines SM/Chol LUVs. Continuous lines heating 
protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± SEM of 4 independent experiments for PC 
and 5 for SM/Chol. 
 
Fig S5. Fluorescence anisotropy (r) of py-met-chol. LUVs were incubated at (A) 15°C, (B) 50°C. 
Py-met-chol at 3.6%, PC LUVs in black and SM/Chol LUVs in red. Curves are the mean ± SEM of 
four independent experiments. 
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Fig S6. Ratios of Py-met-chol fluorescence wavelengths in function of temperature. The probe 
concentration in LUVs is 1.8%. (A), Ld/iso during heating. (B), Ld/iso during cooling. (C), Lo/iso 
during heating. (D), Lo/iso during cooling. (E), Lo/Ld during heating. (F), Lo/Ld during cooling. 
Black lines PC LUVs, red lines SM/Chol LUVs and green lines PC/SM/Chol LUVs. Continuous lines 
heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± SEM of 4 independent experiments 
for PC, 5 for SM/Chol and 6 for PC/SM/Chol. 
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Fig S7. Ceramide effect on the evolution of Py-met-chol fluorescence wavelengths in function of 
temperature. The probe concentration in LUVs is 3.6%. (A), 379 nm Ld marker. (B), 373 nm Lo 
marker. Green lines (▲,∆) PC/SM/Chol LUVs, blue lines (♦,◊) PC/SM/Cer/Chol LUVs. Continuous 
lines heating protocol and dotted lines cooling protocol. Means ± SEM of 3 independent 
experiments. 
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Réorganisation des lipides des membranes par des peptides vecteurs d'internalisation 
cellulaire 
Les peptides vecteurs (CPP) présentent un grand intérêt pour l’internalisation de principes actifs 
dans les cellules. Les mécanismes permettant aux peptides de traverser la membrane restent 
sujets à discussion. Mieux comprendre leurs interactions avec la membrane pourrait permettre 
d’améliorer leur efficacité. L’organisation des lipides après interaction avec le peptide 
pénétratine a été étudiée par DSC et par fluorescence du Laurdan, sur des membranes modèles 
composées de lipides naturels. La pénétratine a induit de l’hétérogénéité dans la membrane, ce 
qui pourrait être un élément important pour déstabiliser la membrane durant son 
internalisation dans la cellule. En outre, le cholestérol est un régulateur parmi les plus 
importants des domaines membranaires. En raison de son affinité pour les lipides saturés, il peut 
former des domaines ordonnés. Grâce au cholestérol-pyrène, une sonde fluorescente, nous 
avons étudié les domaines liquides ordonnés (Lo) et désordonnés (Ld) de la membrane. Nous 
avons, par analyse statistique en composante principale, déterminé les longueurs d’onde 
d’émission caractéristiques des domaines Lo et Ld. Les peptides pénétratine, R9 et RW9 
diminuent l’assemblage du cholestérol et RW9 augmente la fluidité de la membrane. RW9 a été 
le seul peptide capable de traverser des membranes (Ld) sur de vésicules lipidiques dans nos 
conditions expérimentales. Nous pouvons ainsi en déduire que la distribution des lipides dans 
la membrane est un factor important pour le passage des CPP. Notamment, l’interface entre les 
différents domaines semble jouer un rôle prépondérant pour l’internalisation. 
Mots clés : organisation lipidique, cholestérol, domaines membranaires, fluorescence, peptides 
vecteurs. 
 
Reorganisation of membrane lipids by peptides vector for cell internalisation 
Cell penetrating peptides are promising vectors for molecular drug delivery in eukaryotic cells. 
Despite of their discovery 20 years ago, the mechanisms of peptide membrane crossing are still 
controversial. Understanding then how they modify the membrane will allow later on a more 
efficient internalisation into the cell. Lipid organisation after penetratin interaction was studied 
by DSC and Laurdan fluorescence. Penetratin was able to induce membrane heterogeneity, 
which could be important for membrane destabilisation during cell internalisation. 
Furthermore, cholesterol is one of the most important regulators of membrane domains. Due 
to its strong affinity with saturated lipids, cholesterol presents the ability to form “rafts” 
(ordered domains). By cholesterol-pyrene, which is a probe that mimics cholesterol, we studied 
the liquid ordered (Lo) and liquid disordered (Ld) domains of the membrane. Firstly, we 
determined the wavelengths that characterise each of these domains by multivariable analysis 
and then, we verify the peptide effect (R9, RW9 and penetratin) in the distribution of these 
domains. RW9 were the only CPP able to cross the membrane (Ld). We can deduce that lipid 
distribution in the membrane is important for the peptide internalisation and the interfaces 
between these domains may play an important role during this process. 
Keywords: lipid organisation, cholesterol, membrane domains, fluorescence, cell penetrating 
peptides. 
 
